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(57) Abstract 

A CS31A protein capsule sub unit having an aminoacid sequence 
modified by at least one heterologous peptide, the CS31A protein capsule 
comprising said subunit, and micro-organisms having the CS31A protein 
capsule with its subunit aminoacid sequence modified by at least one 
heterologous peptide, are disclosed. Methods for preparing said subumts, 
CS31 A protein capsules comprising same, and micro-organisms having CS31 A 
protein capsules, as well as the use thereof for preparing vaccines, producing 
peptides and preparing immunoassays, are also disclosed. 

(57) Abrege 

La presente invention concerne la sous- unite" de la capsule proteique 
CS31 A dont la sequence en acides amines est modi tide par au moins un peptide 
h£t£rologue, ainsi que la capsule proteique CS31A comportant une telle sous- 
unite' et les micro- organismes qui portent une capsule proteique CS31A dont 
la sequence en acides amines de la sous- unite" est modifier par au moins un 
peptide hdterologue. L'invention concerne aussi les proceaes d'obtention de 
telles sous- unite's, des capsules proteiques CS31 A les comportant et des micro- 
organismes qui portent ces capsules proteiques CS31A, ainsi que V utilisation 
de ceux-ci pour la preparation de vaccins, la production de peptides et la 
preparation de tests immunologiques. 
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SOUS-UNITE D'UNE CAPSULE PROTEIQUE CS31A 
MODIFIEE PAR AU MOINS UN PEPTIDE HETEROLOGUE, CAPSULE 
PROTEIQUE CS31A COMPORTANT UNE TELLE SOUS-UNITE ET 
MICRO-ORGANISMES DONT LA MEMBRANE EXTERNE PORTE DE 
5 TELLES SOUS-UNITES; PROCEDES D'OBTENTION ET UTILISATION 

DE CEUX-CI. 

La pr6sente invention concerne la sous-unite 
de la capsule prot6ique CS31A, d<§nomm6e prot^ine ClpG, 
10 dont la sequence en acides amines est modifi§e par au 

moins un peptide heterologue. 

L 1 invention concerne aussi la capsule 
prot§ique CS31A comportant une telle sous-unite, ainsi 
que les micro-organismes qui portent une capsule 
15 prot^ique CS31A dont la sequence en acides amines de la 

sous-unit^ est modifiee par au moins un peptide 
heterologue . 

L 1 invention concerne encore les proced&s 
d'obtention de telles sous-unites, des capsules 
20 prot&iques CS31A les comportant et des micro-organismes 

portant ces capsules proteiques CS31A, ainsi que 
1 'utilisation de ceux-ci pour la preparation de vaccins, 
la production de peptides et la preparation de tests 
immunologiques . 

25 La membrane externe des micro-organismes 

comporte des structures proteiques diverses telles que 
des fTagelles, pili, fimbriae ou des capsules 
proteiques, conferant notamment auxdits micro-organismes 
des propriet6s de mouvement ou d ' attachement . 

30 Ces structures comportent des molecules 

hautement antig£niques ayant permis de preparer a partir 
de la structure prot£ique isolee de ces micro-organismes 
ou £ partir des micro-organismes eux-m€rnes, des vaccins 
correspondants aux divers types d'antigenes isoles dans 

35 ces micro-organismes. Ainsi la demande de brevet 
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francais publiee sous le num£ro 2 466 251 propose un 
vaccin ant icolibacillaire animal contenant au moins un 
antig£ne provenant de differentes souches d 1 Escherichia 
Coli . 

5 En outre, ces molecules constituent autant 

de prot^ines porteuses dans lesquelles peuvent etre 
introduits des Epitopes Strangers conferant aux dites 
proteines un caract^re antig6nique nouveau dont 
1 1 immunogenicite permet 1 1 utilisation comme vaccin. 

10 Ainsi la demande de brevet europeen publiee sous le 

num£ro 264 150 d£crit des micro-organismes dont la 
membrane externe porte des pili dont la composition a 
6t6 modifiee par un changement de la sequence proteique 
de la sous-unite. 

15 Les structures membranaires comme les pili, 

les fimbriae ou les capsules proteiques apparaissent 
plus avantageuses dans le domaine de la vaccination que 
les proteines de membrane externe. En effet dans le cas 
des pili l 1 ensemble de la proteine structurale est & 

20 l'exterieur de la cellule, alors que pour les proteines 

de membrane externe, certaines regions polypeptidiques 
seulement sont presentees a la surface cellulaire et 
1 1 accessibility a ces proteines risque d'etre entrav<§e 
par le lipopolysaccharide et les enveloppes capsulaires. 

25 De plus, les sous-unites des fimbriae ou des capsules 

proteiques sont presentees a la surface bacterienne en 
nombre beaucoup plus eleve que les proteines de membrane 
externe . 

En outre, la purification d'une prot6ine de 
30 membrane est plus difficile que celle de proteines qui 

sont totalement exterieures aux micro-organismes comme 
les pili ou fimbriae. 

La nature des micro-organismes concernes par 
l 1 invention depend uniquement de leur capacite k 
35 produire la capsule proteique CS31A; il s'agit plus 
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particulierement . de bacteries de la famille des 
enterobacteriacae appartenant aux especes fischer,ichi,a 
coli et Klebsiella pneumoniae, 

De nombreux travaux ont 6te effectues sur 
5 les pili de E . coli , et plus particulierement les sous- 

unites fimbriales K88 et K99 ont ete largement decrites . 

Des travaux plus recents ont mis en evidence 
chez une souche sauvage de E . coli denommee 31A+ dans la 
demande de brevet francais publiee sous le numero 2 46 6 

10 251, une structure proteique denommee CS31A. L 1 operon 

gouvernant la biogenese de cette structure a ete clone 
dans un organisme note, et le gene codant pour la sous- 
unite de CS 31A, denommee Clpg, a ete localise, 
caracterise et sequence. (C. Martin, C. Boeuf, F. 

15 Bousquet; Microbial Pathogenesis 1991; 10: 429-442) ; 

(J. P. Girardeau, Y. Bertin, C. Martin, M. DerVartanian, 
C. Boeuf; Journal of Bacteriology; Dec. 1991, vol. 173, 
. No. 23, p. 7673-7683) ; (M. J. Korth, R. A. Schneider, 
S. L. . Moseley; Infection and Immunity; July 1991, vol. 

20 59, No. 7, p. 2333-2340) . 

La structure CS31A est une capsule proteique 
moins organisee et plus souple que les flagelles et 
fimbriae lesquels sont davantages organises et rigides; 
en consequence, il apparait que la taille des peptides 

25 susceptibles d'etre exprimes dans les fimbriae et 

flagelles pourra dif f icilement depasser une quinzaine 
d ! acides amines, alors que 1 1 utilisat ion des capsules 
proteiques CS31A permet d'obtenir 1 1 introduction de 
sequences etrangeres de taille plus importante, comptant 

30 jusqu ! £ une centaine d'acides amines. 

Cependant 1 1 introduction de sequences 
peptidiques heterologues n'est possible au niveau de la 
proteine que dans certains sites permissifs dont il faut 
"determiner la taille et la position. 
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La presente invention a pr6cis6ment pour 
objet la definition des regions de la proteine ClpG dans 
lesquelles des peptides heterologues peuvent etre 
introduits sans perturber la biogendse de la capsule 
5 proteique CS31A. 

Les techniques utilisees pour le clonage et 
le sequengage du g£ne codant pour la sous-unite de 
CS31A, ainsi que pour 1 ' identi f icat ion des regions de 
ladite sous-unite acceptant des insertions et/ou 

10 substitutions h£t6rologues serorit decrites dans la 

description detaillee de l f invention. II sera plus 
particulierement fait reference dans ce qui suit a la 
figure 9 representant la sequence nucleotidique du gene 
codant pour la sous-unite de CS31A et la sequence 

15 polypeptidique deduite de cette sequence nucleotidique. 

L 1 identification des regions potentiellement 
permissives a tout d ' abord consist^ a definir des 
regions variables dans une famille de proteines 
apparentees a CS31A, a savoir K88 et F41, puis les 

20 Epitopes continus, d'une part des sous-unites denaturees 

et d 1 autre part de la proteine native, puis a definir 
1 ' accessibilite desdits epitopes continus. 

Les epitopes continus correspondent souvent 
aux regions variables de ces proteines. De plus, 

25 s'agissant des regions immunodominant es de la proteine, 

ces zones paraissent particulierement indiquees pour 
presenter au systeme immunitaire des epitopes vaccinants 
introduits dans des proteines recombinantes . 

L* etude immunost ructurale a permis de 

30 localiser clairement les epitopes continus dans des 

regions variables, lesquelles sont generalement 
flexibles, hydrophiles et accessibles aux anticorps dans 
la proteine native. Ainsi a condition qu'elles soient 
permissives, les regions variables immunoreactives 

35 deiimitees par les acides amines situes dans la figure 9 
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aux positions suivantes : 10-19, 38-58, 88-106, 144-172, 
184-220 et 223-245, seront choisies pour des 
modifications par des peptides heterologues . 

Outre la comparaison des sequences de CS31A, 
5 K88 et F41, et 1 1 6tude immunostructurale de CS31A, une 

technique de mutag^nese insert ione lie au hasard a 
compl6t£ l'£tude des zones de la prot6ine CS31A 
suceptibles d 1 accepter des additions ou substitutions de 
peptides h£t£rologues . 
10 La raise en oeuvre de ces techniques a permis 

d 1 identifier de facon presomptive quatre regions aptes a 
accepter des modifications par des peptides heterologues 
sans affecter la biog6nese de CS31A : 

- Region A recouvrant le peptide signal et 
15 l'extr£mit6 N-terminale de la proteine mature d£limitee 

par les acides amines situes dans la figure 9 aux 
positions -13 et +8. 

- Region B, d£limitee par les acides amines 
situes dans la figure 9 aux positions 10 et 58. 

20 - Region C, delimit^e par les acides amines 

situes dans la figure 9 aux positions 123 et 164. 

- Region D, d£limit<§e par les acides amines 
situes dans la figure 9 aux positions 183 et 257. 

En consequence, 1" invention concerne une 
25 sous-unit6 d'une capsule proteique CS31A dont la 

sequence en acides amines est modifie au niveau d 1 au 
moins une des regions A, B, C et D definies ci-dessus, 
par au moins un peptide het£roloque. 

La region A accepte 1 1 introduction de 4 & 20 
30 acides amines h£t£rologues par mutagenese insertionelle 

au hasard. L 1 invention concerne plus part icul ierement 
une sous-unite de la capsule CS31A dont la sequence en 
acides amines est modifiee par au moins un peptide 
h<§t£rologue, entre les acides amines situes dans la 
35 figure 9 aux positions -1 et +1. 



WO 94/14967 



PCT/FR93/01281 



La region B contient une sequence variable, 
d6nomm£e VI, d§limit£e par les acides amines situ6s dans 
la figure 9 aux positions 10 et 58. Des insertions de 4 
k 18 acides amines ont ete obtenues par mutag6n£se 
5 insert ionelle au hasard dans la region B. De plus, la 

region B comporte deux peptides part iculierement 
immunog^nes et antigeniques dans la forme d^naturee de 
la proteine, ceux-ci sont d61imit6s respectivement par 
les acides amines situes dans la figure 9 aux positions 
10 10 et 19 et 38 et 58. L ! invention concerne done plus 

particuli£rement une sous-unit<§ de la capsule CS31A dont 
la sequence en acides amines est modifi^e par 
1 1 introduction d'au moins un peptide hetierologue, au 
niveau de I'un au moins de ces deux peptides. 
15 La region C contient une sequence variable, 

d6nomm£e V2, d61imit6e par les acides amines situes dans 
la figure 9 aux positions 123 et 150. Des insertions de 
4 a 18 acides amines h£t£rologues ont et£ obtenues par 
mutag^nese insert ionel le au hasard dans la region C. De 
20 plus, la region C contient dans sa partie C-terminale, 

un epitope continu delimite par les acides amines situ6s 
dans la figure 9 aux positions 151 et 160. L 1 invention 
concerne done plus particulierement une sous-unite de la 
capsule CS31A dont la sequence en acides amines est 
25 modifi§e par 1 1 int roduct i on d'au moins un peptide 

h&terologue, au niveau de cet epitope. 

La region D contient une region variable, 
denommee V3, delimitee par les acides amines situes dans 
la figure 9 aux positions 183 et 221. Cette region 
30 contient le seul Epitope continu antig&nique et 

immunog&ne dans la proteine native, celui-ci est 
d61imit& par les acides amines situes dans la figure 9 
aux positions 188 et 196. De plus, la partie C-terminale 
de la region D comporte trois autres peptides 
35 immunogenes et antigeniques dans la forme denaturee de 
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la proteine, ceux-ci sont delimites respectivement par 
les acides amines situ§s dans la figure 9 aux positions 
211 et 219, 223 et 231 et 235 et 246. L'invention 
concerne done plus particulierement une sous-unit^ de la 
5 capsule CS31A dont la sequence en acides amines est 

modifiee par 1 1 int roduct ion d'au moins un peptide 
h£t6rologue au niveau de 1 1 un au moins de ces quatre 
peptides . 

Differents epitopes, notamment vaccinants, 
10 provenant de bacteries, de parasites ou de virus peuvent 

£tre introduits dans la proteine ClpG. 

Ainsi l'invention concerne la sous-unite 
d'une capsule prot6ique CS31A dont la sequence en acides 
amines est modifiee par au moins un peptide h^teroiogue 
15 choisi parmi : l'epitope C ou l'6pitope A du virus de la 

gastroent^rite transmissible du pore, un epitope de la 
proteine VP 6 du rotavirus bovin, 1 1 epitope C3 du virus 
polio, un epitope de la proteine VP1 du virus de la 
fi£vre afteuse. 

20 A titre d'exemple, on peut citer 

1 1 introduction de 1' epitope C ou de 1* epitope A du virus 
de la gast roenterite transmissible (GET) du pore dans 
l'une au moins des regions permissives de la proteine 
ClpG constituant la sous-unit^ de CS31A . La sous-unit^ 

25 ou la capsule proteique ou encore le micro-organisme, 

ainsi modifies presente 1" epitope C et/ou l 1 epitope A, 
et sont particulierement utiles pour la preparation d'un 
vaccin contre le virus de la gastroenterite 
transmissible chez le pore. 

30 On peut encore citer a titre d'exemple, 

1 1 introduction d'un Epitope de la proteine VP6 du 
rotavirus bovin dans 1 1 une au moins des regions 
permissives de la proteine ClpG constituant la sous- 
unite de CS31A, et 1 1 utilisation soit de la sous-unit^, 

35 soit de la capsule proteique, soit d'un micro-organisme 
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modifie gen£tiquement afin d'exprimer au niveau de la 
capsule proteique CS31A 1" Epitope de la prot^ine VP 6 du 
rotavirus bovin, pour la preparation d ! un vaccin contre 
la diarrhee a rotavirus chez le veau. 
5 Les modifications de la sequence proteique 

de la sous-unit^ sont avantageusement r£alis6es par des 
techniques de g6nie gen^tique, consistant h modifier la 
sequence d'ADN sauvage codant pour la sous-unit^, afin 
d'obtenir une sequence en acides amines modifi<§e. 
0 Outre les modifications consistant en la 

substitution et/ou la suppression et/ou l'addition de 
une ou plusieurs bases au niveau de la sequence d'ADN 
codante, et n "' ent rainant aucune consequence sur la 
biogen&se de la sous-unite, on entend tout 
5 particuli^rement par modification, 1 1 introduction dans 

l'ADN sauvage d 1 un fragment d'ADN etranger dont la 
sequence et sa phase de lecture dans le g£ne recombinant 
d^terminent la sequence polypept idique h£t£rologue 
introduite dans la sequence en acides amines de la sous- 
0 unit&. II peut alors s ' agir du remplacement d'un 

fragment de l'ADN sauvage par un fragment d'ADN etranger 
ou de 1" addition d'un fragment d'ADN etranger. 

L 1 invention concerne done aussi les procedes 
permettant d'obtenir une sous-unite d'une capsule CS31A 
dont la sequence en acides amines est modifiee par au 
moins un peptide h£t£rologue, consistant a introduire au 
niveau d'au moins une des regions permissives A, B, C, D 
du g£ne sauvage codant pour la sous-unit^, au moins un 
fragment d'ADN codant pour un peptide h£t£rologue. Les 
sequences heterologues sont introduites : 

- par clonage apr&s mutagen&se dirig^e 
conduisant £ la creation de sites de restriction 
permettant des insertions ou des substitutions; 
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- par clonage dans des sites de restriction 
tels que EcoRl, introduits par mutag£n£se insert ionnelle 
au hasard; 

par insertion dirig6e en clonant 
5 directement la sequence heterologue entre le peptide 

signal et le peptide mature de la pr£-prot6ine ClpG. 

Le fragment d'ADN Stranger peut §tre naturel 
ou synth£tique; il est choisi ou prepare en fonction du 
peptide que 1 1 on souhaite exprimer au niveau de la sous- 
10 unite de CS31A, lui meme determine selon 1 ' application 

envisagee . 

L 1 invention concerne aussi les capsules 
proteiques CS31A comportant une sous-unite ClpG modifiee 
selon 1' invention, ainsi que les micro-organismes dont 

15 la membrane externe porte de telles capsules. Celles-ci 

peuvent etre obtenues par exemple en cultivant une 
bacterie E. coli exprimant les genes gouvernant la 
biog6nese de la capsule CS31A modifiee par au moins un 
fragment d'ADN codant pour un peptide heterologue. De 

20 maniere avantageuse, la culture precedente est realisee 

soit sur un milieu de culture geiose permettant la 
collecte des bacteries a la surface de la geiose, soit 
sur un milieu liquide en fermenteur permettant la 
collecte des bacteries apres centrif ugat ion . Une 

25 fraction enrichie en capsule CS31A modifiee peut etre 

obtenue £ partir de ces micro-organismes par une 
agitation vigoureuse des suspensions bactferiennes issues 
de la collecte a la surface de la geiose ou culture en 
fermenteur. Apres centrif ugation & 5000 g, on obtient un 

30 surnageant riche en capsule CS31A modifiee. Celle-ci 

peut etre avant ageusement purifiee & partir d'une 
fraction precipitee au sulfate d' ammonium 20 % par une 
etape de chromatographic a interaction hydrophobe sur 
phenyl sepharose. L'eiution par l'eau permet d'obtenir 

35 un produit de haut poids moleculaire dont le degre de 
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purete est sup^rieur a 90 %. A partir de cette fraction, 
les sous-unit6s CS31A modifiees peuvent §tre facilement 
, purifi§es par filtration moleculaire sur une colonne de 
Sephacryi S 300 en presence de chlorure de guanidium 
5 6 M. 

La sous-unit6 de C S3 1 A presente un 
caract^re fortement antig^nique et immunog^nique. 
L 1 introduction d ! un peptide h6terologue au sein de cette 
sous-unite, dans les regions definies pr£c§demment , 

10 permet de conferer un caractere antigenique nouveau tant 

a la sous-unit^ qu'aux micr o-organi smes dont les 
capsules CS31A portent une telle sous-unit6. 

La capsule proteique CS31A constitue en 
outre un syst£me particuli£rement adapte a la production 

15 de peptides destines notamment a la preparation de tests 

immunologiques; les prot<§ines hybrides obtenues par 
introduction dans le gene codant pour la proteine ClpG 
d'un ADN codant pour un peptide heterologue 
pr<§alablement determine, peuvent etre avantageusement 

20 utilis£es, soit en tant qu'antigene pour la detection 

d'anticorps, soit en tant qu ' immunogene pour produire 
des anticorps contre des proteines par exemple de 
pathogenes qu l il est impossible de cultiver. 

Ainsi l 1 invention concerne 1 ' utilisation de 

25 la sous-unite de CS31A dont la sequence en acides amines 

est modifi£e par au moins un peptide heteroloque, la 
capsule proteique CS31A comportant une telle sous-unite, 
ou encore les micro-organismes dont la membrane externe 
porte de telles capsules proteiques CS31A, en tant que 

30 principe actif pour la fabrication de compositions 

immunog^nes . 

Ces compositions immunog£nes peuvent 
avantageusement etre mises en oeuvre pour la preparation 
de vaccins humains ou animaux ou encore de tests 
•35 immunologiques, utiles en sante humaine ou animale. 
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D'autres caracterist iques de 1' invention 
apparaltront dans la description qui suit, se rapportant 
au clonage et au sequencage du gene codant pour la sous- 
unite de CS31A, ainsi qu » a 1 ' ident i f ication des regions 
5 de la sous-unite ClpG pouvant accepter des peptides 

heterologues et a 1 1 intoduction de tels peptides dans 
les regions determinees, et enfin a 1 1 immunogenicite des 
peptides heterologues dans les proteines ClpG 
recombinantes produites par les bacteries. 

10 

A) MATERIEL ET METTOPSS . 

l) souches EL coli et Plasmides . 

- DB 6433 : A(lacZYA), pro, met, Su III, 

15 Nal r, Rif r . (Davis RW, Botstein D, Roth JR. In : 

Advanced bacterial genetics. New York : Cold Spring 
Harbor laboratory 1980) . 

- 31A : souche sauvage hebergeant p31A, 
deposee a la collection de I'Institut Pasteur, 25 Rue du 

20 Docteur Roux, Paris 15, sous le N° 1105. 

- Orne 6 : souche sauvage de serotype 017: 
K7: H18 produisant CS31A, utilisee pour purifier CS31A. 
Cette souche E . coli ne porte pas d'autres proteines de 
surface susceptibles d'interferer ou compliquer la 

25 purification de CS31A. 

Les souches bacteriennes utilisees pour le 
transfert de plasmides recombinants par transformation 
sont : 

- DH5 a : F-O80 dlac ZAM15 , end Al, rec Al, 
30 hsdR17 (r~k,m + k) sup E44, thi-1, gyr A, rel Al , A(lac 

ZYA -arg F) , U169, X~.(Bethesda Research Laboratories, 

Life Technologies, Inc.). 

- JM 109 : F'traD36, lac Iq, A(lacZ)AM15, 
proAB, recAl, end Al, gyr A96, thi, hsd R17, supE 44el4~ 
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, rel Al, A (lac-proAB) . (Yanisk-Perron C, Viera J, 
Messing J, (1985) .Gene 22, 103-119) . 

Les plasmides pDSPH524, pPSX83 et pDEV41155 
utilises et construits durant ce travail sont decrits 
5 au chapitre E ci-apres relatif a la complementation 

intergenique . 

Les cultures sont realisees en milieu Luria- 
Bertani (LB) liquide ou solide additionne des 
antibiotiques appropries aux concentrations de 100 p.g/ml 
0 ou 50 jig/ml pour 1 ' ampic i 1 1 ine , 25 fig/ml pour le 

chloramphenicol et 10 |ig/ml pour la tetracycline. 

La production de beta-galactosidase est mise 
en evidence par la coloration bleue des colonies sur un 
milieu LB contenant 2 mM d ' isopropy 1-bet a-D-thio- 
5 galactoside (IPTG) et 40 ^ig/ml de 5-bromo-4-chloro-3- 

indolyl-beta-D-galactopyranoside (X-gal) . 

Les enzymes de restriction sont utilisees 
selon les recommandat ions des fabricants. 

Les conditions de digestion par la Dnase I 
) sont de 1 ng/|ig d'ADN circulaire pendant 15-20 mn a 25°C 

dans le tampon Dnase (200 mM Tris-HCl; pH 7,5; 
15 mM MnC12; 1 mg BSA/ml) . 

La T4-DNA polymerase est utilisee a 
3,3 U/|ig d'ADN a 22°C pendant 30 mn et le fragment 
> Klenow de 1 ' ADN polymerase de E.coli a 2,5 U/|Xg d'ADN a 

22°C pendant 30 mn en presence de lmM de dNTP. Le tampon 
polymerase est : 200 mM Tris-HCl; pH 7,5; 10 mM MgC12; 
1 mM DTT . 

La T4-DNA ligase est employee a 0,2 U/]lg 
d'ADN a 10°C pendant la nuit pour la ligation des bouts 
cohesifs, a 1 U/^g d 7 ADN a 4°C pendant la nuit pour la 
ligation d'extremites f ranches et a 10 U/jig d'ADN a 4°C 
pendant la nuit pour la ligation des linkers non 
phosphoryles. Le tampon utilise pour la ligation de ces 
linkers est : 660 mM Tris-HCl; pH 7,5; 50 mM MgC12; 
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50 mM DTT; 1 rag/ml BSA; 10 mM Hexamine Cobalt (III) 
chloride; 2 mM ATP; 5 mM spermidine. 

2) Preparation des linkers (annealing) . 

5 Afin d'effectuer la ligation, les linkers 

doivent etre prehybrides. La concentration des linkers 
EcoRI non phosphoryles est de 1 u.g/|-Ll dans du TE (lOmM 
Tris-HCl; pH 8,0; 1 mM EDTA) . La solution contenant les 
oligonucleotides est incubee 1 ran a 80°C, puis 
10 transferee dans un becher de 500 ml contenant de 1'eau a 

65°C. Le becher est place dans la glace, Lorsque la 
temperature atteint 4°C les linkers prehybrides peuvent 
alors etre congeles a -20°C avant leur utilisation. 

15 3) Preparation ti'APN. 

Les plasmides sont extraits soit par la 
methode du lysat alcalin soit par la methode du 
^boiling" pour les minipreparations des ADN (Maniatis et 
al . 1982. Molecular Cloning, a laboratory manual. Cold 

20 Spring Harbor Laboratory) . La preparation de plasmides a 

l'aide de kits d' extraction Quiagen a aussi ete utilisee 
pour la purification de l'ADN. 

4) Transformation. 

25 La technique au CaC12 est employee pour la 

transformation de E.coli DH5 a et de E.coli JM109 

(Maniatis et al . 1982). Un a 10 (il du melange de 
ligation sont utilises pour transformer la souche. Les 
transf ormant s sont selectionnes sur LB agar contenant 
30 les antibiotiques appropries. 

5) Electrophoreses . 

Pour 1' analyse de l'ADN, les electrophoreses 
en gels d' agarose sonz realisees sur des appareils 
35 horizontaux en tampon Tris-Borate (Tris 90 mM; acide 
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borique 90 mM; EDTA 2 mM; pH. 8,0) en presence de 
bromure d'ethidium. Le standard de taille est, soit 
1 ' ADN ladder 1 Kb (Gibco-BRL) , soit l'ADN ladder VIII 
(Boerhringer) , soit l'ADN ladder lOOpb (Pharmacia). 

Pour 1' analyse des proteines, les gels SDS- 
PAGE sont realises sur des appareils verticaux a la 
concentration de 10 a 15% de polyacrylamide selon la 
technique classique decrite par Laemmli (1970- Nature; 
227, 680-685) . 



6 ) Sequenpage . 

Le sequengage est realise sur l'ADN double 
ou simple brin par la methode de Sanger et al. (1977. 
Proc. Natl. Acad. Sci . USA 74 : 5463-5467) avec la 
15 sequenase -T7 polymerase modifiee, le dATP (a- 35 S) et 

un kit de sequenpage (U.S. Biochemical Corp. ou 
multiwell Amersham) . 

7) Constructions aenetiques. 

20 Les techniques classiques de genie genetique 

utilisees pour les diverses constructions genetiques 
sont decrites par Maniatis et al . (1982) ou Sambrook et 
al. (1989) . 

25 8) Mutaoenese dirigee . 

La methode employee est celle de l'ADN 
partiellement simple brin (gap-duplex-DNA) . Elle utilise 
les vecteurs pMa5-8 et pMc5-8 et est decrite par 
Stanssens et al. (NAR, 1989, 17, 4441-4454). 



9) Preparation de la proteine CS31A . 

La proteine CS31A est purifiee selon deux 
methodes, 1 1 une permet d'obtenir une forme purifiee 
native, 1' autre une forme purifiee denaturee. 
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Le tableau 1 ci-apres indique les schemas de 
purification de la proteine CS31A sous ses formes native 
ou d6natur£e. 

Tableau 1 







Suspension en PBS 
J- 






AMS precipitation 10-20% 
i 

i 


10 


addition 4 — 


HIC cpsepharose — > Lyophilisation 




taurodeoxycholate 


pic elution (eau) X 




de Na jusqu'a 0,5 % 


repris par TrisSm M 




I 


Gnd Hcl 8, 5M 

i 


15 


agitation 2h a 20°C 
i 


2h a 37°C 
i 




ultracentrif ugation 


addition de Tris 5raM 




HOOOOg 200mn 

I 


final 6M Gnd Hcl 

i 


20 


Ta 
I 


Sephacryl S300 Gnd Hcl 6M 

" i ! 




Culot CS31A natif 


pic2 
i 






25 




dialyse-lyophylisation 

I 

CS31A dinture 



a) PMrig LslzL Losi sou 5 f prme nativ? 

30 (DQlvmeriaue) . 

La purification de l'antigene natif de haut 
poids mol6culaire est realisee selon une methode simple 
d^crite ci-apr£s dont les differentes etapes permettent 
d' eliminer la quasi totalite des contaminations, en 
35 particulier celles liees aux d6bris membranaires 



5 
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(proteines et LPS). Le tableaux 1 ci-dessus etle tableau 
2 ci-apr^s peritiettent de suivre les etapes de la 
purification (dosage du KDO : Methods in microbiology, 
vol.SB, p. 209-344). Les bacteries r£colt6es en PBS £ 
5 partir d' une culture de 10 flacons de Roux en milieu 

g61os£ Minca d^crit par Guin6e (Infection and Immunity, 
1976, 13, 1369-1377) sont homog£n£i s6es a vitesse 
maximum pendant 3 x 1 mn a temperature ambiante puis 
centrifugees 15 mn £ 25000 g. Le surnageant est 

10 centrifuge a 10°C pendant 30 mn a 55000g. Le surnageant 

obtenu est soumis £ une precipitation s&quentieile au 
sulfate d' ammonium. Le culot obtenu entre 10 et 20 % de 
saturation est remis en solution dans du PBS pH 7,2 a 
4°C pendant une nuit, additionne de NaCl (2 M) , laisse 

15 en equilibre une heure a temperature ambiante, puis 

purifi£ par chromathographie a interactions hydrophobes 
(HIC) sur phenyl Sepharose CL4B (Pharmacia) . La prot6ine 
native eluee par l'eau . est additionnee de 
taurodeoxycholate de sodium (DOC) 0,5% puis soumis a une 

20 ultra centrifugation de 200 mn ci 110.000 g. Le culot (UC 

en TDC) essent iellement constitu6 par la proteine CS31A 
sous forme native de haut poids mol6culaire est repris 
en tampon Tris 10 mM (pH 7,8) et laiss<§ en dissolution & 
4°C (une nuit sans agitation) . 

25 Le tableau 2 ci-apr£s indique les mesures de 

contrdle de la purification de CS31A par mesure du KDO 
r^siduel . 
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Tableau 2 







CS31A natif 








Orne 6 


(UC en TDC) 




Proteines 




nig 
totales 


t> aes 
proteine 
totales 


% pcis sec 
bacteries 


J\JJU 

total jig 


Surnageant 


54, 60 


100 


4, 23 


0, 110 


12000 g 










Surnageant 


52, 00 


95 


4, 03 


0, 110 


50000 g 










Surnageant 


29, 45 


54 


2, 22 


0, 065 


20% 










Culot 20% 


5, 40 


9,9 


0, 42 


0, 009 


KIC elue 


0, 35 


0,7. 


0, 03 


0 


2M NaCl 










HIC elue 


1, 806 


3,3 


0, 14 


0 


eau 










UC en TDC 


1, 033 


1/9 


0, 08 


0 ' 


110000 a 200 nm 











b) Purification C$31A sous f orme 

5 ci£netur$e (sous-unite! . 

L'antig6ne de haut PM purlfa.^. .(lyophillsat,. 
HIC) comme decrit dans le tableau 1, est dissocie en 
sous-unites (30 kDa) par 8,5 M de chiorure de guanidium 
(Gnd, Hcl) 2h a 37 °C. La concentration est ramenee a 
10 6 M de (Gnd, Hcl) par addition de Tris (pH 7,8) et la 

proteine est purifi£e par une chromat ographie sur gel 
permeation sur Sephacryl S 300 (Pharmacia) en tampon 
dissociant (Tris pH 7,8; Gnd, Hcl 6 M) . Le produit 
c'orrespondant a l'elution d' une proteine de 30 KDalton 
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d' ammonium (5 mM pH 7,8), lyophilis£ et conserve A 
-80°C. 

10) Prepara tion de . s ., . ?nti co rps spec if iqu es . 
5 Les anticorps one ete prepares chez le lapin 

(soit contre la prot6ine native soit contre la proteine 
denature) par 4 injections intra-dermiques de 2 50 |xg de 
prot^ines purifi6es, & 15 jours d'intervalle en presence 
d' ad juvant de Freund incomplet. Les IgG ont et6 
10 purifi^es par chromathographie d' af finite sur Proteine A 

S6pharose (Pharmacia) et marquees a la biotine par la 
m^thode decrite par Hantowich et al . (Journal Nuclear 
Medecine 1987; 28; 1294-1302) . 

Les antipeptides ont ete obtenus par trois 
15 injections intra-dermiques de peptides synth6tiques 

couples a 1 ' olvalbumine par la glutaraldelhyde ou par la 
Bis-aminobenz idine sur residu tyrosine (presence d' un 
NH2 dans le peptide) suivant les techniques decrites par 
Van Regenmortel et al . (Laboratory Techniques in 
20 Biochemistry and Molecular Biology, Synthetic 

polypeptides as antigens, 1988) . 

Afin d'eviter les reactions non specif iques, 
les anticorps utilises sont absorbes contre les 
differentes souches bacteriennes , soit avec des cellules 
25 entieres, soit avec des extraits cetoniques obtenus ct 

partir de preparations cellulaires ultra soniquees. 

ID Techniques immunologies . 

- La presence de l'antig£ne CS31A sur des 
30 bact<§ries absorb<§es sur un filtre de nitrocellulose est 

r£v<§16e par une m£thode immunologique en utilisant des 
anticorps specifiques polyclonaux diriges soit contre la 
proteine pr6par£e sous forme native ou denaturee, soit 
contre des peptides couples £ 1' ovalbumine . La fixation 
35 des anticorps non marques est detectee par des IgG de 
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chevre anti-lapin marquees a la peroxydase (Nordic) , 
celle des IgG biotinylees par la streptavidine couplee a 
la peroxydase (Pierce) le substrat etant le 4- 
chloronaphtol . Les proteines separees par SDS-PAGE sont 
5 transferees sur membrane de nitrocellulose, laquelle est 

ensuite soumise a un test de detection imrnunologique 
avec les divers anticorps specifiques decrits ci-dessus 
selon la technique dite du "Western blot". 

- Le dosage des antigenes et des anticorps 
10 est realise par une methode ELI SA par capture 

d' anticorps (directe ou "sandwich") pour le dosage des 
anticorps, et en competition pour le dosage de 
l'antigene. La specif icite et le titre des antipeptides 
sont mesures par une methode de capture d' anticorps par 
15 les peptides fixes sur des plaques Immulon II 

(Dynatech) . 

- La definition des epitopes continus est 
realisee par mesure de 1 ' immunoreact ivite de 257 
peptides de 9 residus se chevauchant a un residu pret, 

20 recouvrant la totalite de la sequence primaire^ de la 

proteine . 

L r epitope scanning decrit par Geysen et al . 
(1984, Proc. Natl. Acad. Sci. £1, 3998) est realise 
grace a un kit (Cambridge Research Biochemicals 

25 Northwich, UK) fournissant : un logiciel qui permet de 

piloter la synthese peptidique et d' exploiter les 
resultats; les t§tes de synthese activees; les 20 
derives des acides amines necessaires a la synthese des 
peptides. La detection des anticorps fixes sur les 

30 peptides est assuree par une methode ELI SA, la lecture 

des plaques (Dynatec MR5000) et la definition des 
epitopes sont pilotees par le logiciel livre par le 
fournisseur. Les epitopes ont ete definis avec les 
anticorps diriges contre la proteine native ou contre la 

35 proteine denature. 
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L' antigenicity des epitopes ainsi definis a 
6t6 mesuree soit : 

- en comparant le profil d' epitope scanning 
obtenu avant et apres competition avec l'antigene sous 

5 forme native ; 

en mesurant la diminution du titre 
d' antipeptides soumis £ une competition avec la proteine 
native; 

- en mesurant la capture des anticorps par 
10 la proteine native ( ELI SA sandwich ou Dot-Blot sur 

nitrocellulose) . 

12) Observation en microscooie elect ronigu e . 
Toutes les observations ont ete realisees 

15 avec un microscope electronique EM400 (Philips 

Electronic Instrument, Inc., Mahwah, N.J.) avec un 
courant d' acc61eration de 80 Kv. 

Les bacteries et les extraits purifies ont 
ete observes (grille 300 mesch recouverts de collodion) 

20 apres coloration negative par 1 % d' acide 

phosphotungstique . 

Les cellules bacteriennes entieres ont ete 
observ£es apres marquage a l'or colloidal apres avoir 
fait agir les anticorps anti-CS31A obtenus contre la 

25 proteine native, par la technique decrite par Levine et 

al. (Infection and Immunity : 1984, 44, 409-420). Le 
marquage & la ferritine sur coupe de bacterie a ete 
realise par La methode decrite par Orskov et al . 
(Infection and Immunity : 1985, 47 : 191-200) . Les 

30 anticorps primaires ont ete dilues au 1/8, le serum de 

chevre anti IgG de lapin marque a l'or colloidal (Jansen 
Pharmaceutical, Piscatoway, N. J. ) et le serum de chevre 
anti IgG lapin marque a la ferritine (Miles-Yeda, L td. 
Rehovot, Israel) ont ete utilises au 1/50. 
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B) STUPE MQRPHQ^QGiTOUS P S L ' A N T I GENS 

EN MICRQSCOPIS ELECTRON I QUE . 

I - Observations apr£s coloration negative 
5 (acide phosohotunast igue) . 

l) Sur cellules entires. 

La Figure 1 est une photographie 
repr^sentant une coloration negative xllOOOO de la 
10 souche sauvage de reference E . coli 31A. Cette bacterie 

exprime a sa surface des flagelles (fl), des fimbriae 
rigides denomm£s 20K (fim) et l'antigene CS31A (clp)* 

Les fimbriae 20K ont une structure 
. filamenteuse rigide de 5 nm de diametre et peuvent 
15 atteindre une longueur de 1 |im. L'antigene CS31A ne 

pr^sente pas cet aspect filamenteux, mais forme une 
structure capsulaire granuleuse qui enveloppe 
entierement la surface de la cellule bact£rienne. 

20 2) Sur des extrait s totaux . 

Les structures pericel lu lai res ont et£ 
separees des cellules bacteriennes par Vortex. 

Aprds coloration negative (xllO 000) , on 
observe clairement sur la photographie de la figure 2 

25 les flagelles (fl) et fimbriae 20K (fim). L'antigene 

CS31A (clp) a 1' aspect d' une masse granuleuse qui adhere 
aux autres structures. Chaque granule a une dimension 
estim§e de 50 x 100 A. Ces grains pourraient repr§senter 
la sous-unite constitutive de l'antigene CS31A. 



30 



3) Sur des extraits purifies . 

La photographie de la figure 3 montre 
l'antigene CS31A purifie de haut poids moleculaire, 
apres coloration negative. 
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La fraction purifi£e a un aspect granuleux 
d6j& observe sur les autres preparations. On ne 
distingue aucune structure fibrillaire, les ^grains" 
semblent d£sordonn£s. Par comparaison, l'extrait purifie 
d'antigene K88 montre clairement un aspect fibrillaire 
(photographie de la Figure 4) . 

II ~ fibservet iQH apr£s mar qy^ ge par de s 

anticoros specif igues . 



1) Revelation a LLo£ colioide! HQ nm) s ur 

cellules entieres . 

Apres d6p6t sur les grilles, I' antigene 
CS31A a £te marque par un anticorps specifique (iapin) , 
15 puis revele par un anti-lapin conjugue in 1' or colloidal, 

Sur la photographie de la figure 5, on 
observe que les grains d' or sont repartis uni f orm^ment 
autour de la cellule bacterienne, qu' il n'y a pas de 
marquage de fibres comme on 1' observe generalement avec 
20 des fimbriae. L' antigene CS31A semble se detacher 

facilement de la cellule. 

2) Revelation a la ferritine sur coupe de 
50 nm d / ppai s.wir . 

25 Les bacteries sont marquees par des 

anticorps sp&cifiques anti CS31A obtenus en immunisant 
des lapins et par des anti-IgG de lapin obtenues sur 
chevre conjugues a la ferritine. Les cellules sont 
ensuite enrobees dans une resine synthetique puis 

30 couples. 

La photographie de la figure 6 montre que 
les grains de ferritine sont disposes tout autour d'une 
structure.de type capsulaire qui enveloppe entierement 
la cellule bacterienne. Aucune structure fibrillaire 
35 n'est marquee par la ferritine. 
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III - Conclusions de 1' etude structurale de 

Dans un fimbria, les sous-unites (piline) 
polymerisees, adoptent une structure helicoidale plus ou 
5 moins "tendue". Dans les fimbriae dits "rigides" 

(diametre de 5-7 nm) les sous-unites sont enroulees le 
long d'un squelette helicoidal, les sous-unites d' une 
spire formant des interactions avec les sous-unites des 
autres spires. Dans les " f imbr i 1 lae " ou fimbriae 

10 flexibles (diametre de 2 nm) les sous-unites sont 

egalement enroulees sur un squelette helicoidal, mais 
les sous-unites d' une spire n'ont plus d' interactions 
directes avec les sous-unites des autres spires. Par 
contre, les helices "detendues" peuvent former des 

15 fuseaux en associant des centaines de fibres 

individuelles . Les antigenes K88 et F41 adoptent ce type 
de structure comme le montre la photographie de la 
figure 4. 

Dans le cas de CS31A, les sous-unites 
20 proteiques sont polymerisees , mais ne semblent pas 

enroulees sur un squelette helicoidal et ne forment pas 
de fimbrillae. Les sous-unites s'associent en masse 
granuleuse pouvant ressembler a une capsule. Ce type 
d' organisation de type "capsule like antigen" a ete 
25 decrit en 1985 par Orskov et al . (An adhesive capsule of 

Escherichia coli . Infect. Immun . 1985, 47 : 191-200). 

Les resultats deja publies (Infect. Immun. 
56 : 2180-2188) montrent ce type de structure 
capsulaire. Cependant la terminologie de "capsule like" 
30 n'ayant pas ete adoptee, le terme de fimbriae qui 

paraissait convenir a ete retenu, mais les travaux menes 
ulterieurement a partir d' extaits purifies, confirment 
pourtant 1' aspect non fibrillaire de l'antigene CS31A, 
comme le montre la photographie de la figure 3. 

35 
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C) CLQNAGE PES GENES NECES S AIRES A LA 
BIOGENESE DE CS31A . 

Les genes necessaires a la biogenese de 
5 CS31A sont port^s sur un plasmide conjugatif, p31A, 

heberge par la souche sauvage de reference E . coli 31A. 

Ce plasmide de 180 kb, transfere dans la 
souche E .Coli K12 DB 6433 a ete purifie puis restreint 
de fagon partielle par 1 ' endonuclease Sau3Al . 
10 Les fragments de restriction de 9,5 a 

11/5 kb sont clones dans le vecteur pSUP202 (Simon R. et 
al., 1983) restreint par BamHI et traite a la 
phosphatase alcaline. Deux cent quatre vingt cinq 
recombinants resistants au chloramphenicol et sensibles 
!5 & la tetracycline (Cm r , Tc s ) ont ete testes pour la 

presence de CS31A grace a un anticorps polyclonal anti- 
CS3 1A „ Quatorze donnent une reaction positive. lis 
hebergent un plasmide contenant un fragment de 
restriction de 9 a 11 kb selon le cas, dans l'une ou 
20 1' autre orientation, 

L' expression des genes clones ne semble done 
pas dependre d'un promoteur exterieur. Un fragment 
Hindll I-EcoRI de 8,5 kb, commun a tous les clones est 
clone d'une part dans le plasmide vecteur pBR322 coupe 
25 par Hindlll + EcoRI, conduisant a l'obtention du 

plasmide pAG315 (Martin C. et al . , 1991), et d' autre 
part dans le plasmide vecteur a faible nombre de copie 
pHSG575, conduisant a l'obtention du plasmide pEH524 
(Martin C. et al . , 1991). 
30 La figure 7 represente 1' analyse en Western 

blot d'extraits de bacteries hebergeant les differents 
plasmides recombinants, et d'un antiserum polyclonal 
anti-CS31A. Les extraits sont constitues par le 
surnageant d'une suspension bacterienne chauffee 
35 20 minutes a 60°C. 
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Les sous-unites de CS31A produites par une 
souche K12 de E.coli hebergeant pAG315 ou pEH524 ont la 
irteme masse moleculaire apparente que celles produites 
par la souche 31A et sont reconnues par les anticorps 
5 anti-CS31A. 

La figure 8 represente une carte de 
restriction sommaire de pSH524, ainsi que la carte 
genetique des determinants CS31A. Celle-ci a ete 
realisee a partir de resultats obtenus par mutagenese 

10 insertionnelle de phages Mini-Mu dans pAG315 et etude 

des proteines synthetisees par les plasmides mutants 
dans des minicellules, ainsi que par la determination de 
la sequence nucleotidique de certains genes (clpE, clpF, 
clpG, clpH, dpi) . Le gene de structure clpG est indique 

15 par une etoile. Les lettres representent les enzymes de 

restriction suivantes : B = BstXI; C = Clal; E = EcoRI; 
H = Hindlll; Hp = Hpal; K = Kpnl; N = Nru.I; P = PvuII; 
S = Sma I; Sc = Sad; Sp = SphI . 

20 D) 5E QUENCAGE . 

Le gene codant pour la sous-unite CS31A a 
ete sequence sur les deu;-: brins par la methode de 
Sanger . 

25 La figure 9 represente la sequence complete 

du gene clpG. On observe la presence d' une seule phase 
de lecture ouverte de 834 paires de bases debutant au 
codon d' initiation ATG localise 60 pb en amont du 
premier site SphI et se terminant par trois codons stop 

30 localises aux positions 1218, 1227 et 1245. Cette phase 

de lecture code pour une proteine de 278 residus 
correspondant a un poids moleculaire de 28780 daltons . 
La sous unite CS31A est synthetisee sous forme d f un 
precurseur portant une sequence signal de 21 acides 

35 amines clivee devant le residu tryptophane au moment de 
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1' exportation dans le periplasme. La sous-unite mature 
est done constitute de 257 residus donnant un 
polypeptide de poids moleculaire deduit de 26777 
daltons* 

5 Une sequence AAGGAA situee a 10 paires de 

bases en amont de l'ATG pourrait const ituer une sequence 
de fixation du ribosome (RBS) . La localisation de 
I'extremite 5 1 de 1 1 ARN messager revele 1' existence de 
deux sites de depart de transcription separes par 76 pb 
!0 et suggere que le gene est transcrit a partir d'un 

tandem de promoteurs indiqu^s PI et P2 sur la figure 9. 

E) COMPLEMENTATION XN TERGENXOUE . 

15 La complementation intergenique permet de 

manipuler In vitro le gene clpG de la sous-unite 
constitutive de CS31A sans toucher au reste de l'operon 
CS31A et de verifier In vivo 1' expression des proteines 
ClpG modifiees. Elle facilite 1' introduction de nouveaux 

20 sites de restriction uniques dans le gene clpG, par 

mutagenese dirigee ou par mutagenese au hasard. Pour la 
realiser le gene clpG et les genes annexes, necessaires 
& la biogenese du CS31A, ont ete sous-clones separement 
dans deux plasmides vecteurs compatibles. 

25 

I " Construction du plasmide tran s port ant. 
les genes annexes . 

Le plasmide pDSPH524 derive du plasmide 
PEH524 contenant l'operon C531A (Martin C. et al. 

30 Microbial. Pathogenesis. 1991; 10 : 429-442) delete du 

gene clpG de la sous-unite. Pour cela, pEH524 a ete 
restreint par SphI et le fragment Sph I/SphI de 872 pb 
contenant la region codante du gene clpG a ete delete 
aprds recircularisation par la T4 ligase du plasmide 

35 lineaire genere par SphI . La deletion s'etend de 60 pb 
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en aval du codon d' initiation ATG a 96 pb en aval du 
premier codon stop TAA du g£ne clpG (Girardeau J. P. et 
al. J. of Bacteriology. 1991, 173 : 7673-7683). pDSPH 
524 est un plasmide a f aible nombre de copie ayant une 
5 origine de replication de type pSClOl et conf6rant la 

resistance au chloramphenicol. La figure 10 represente 
les stuctures des plasmides pEH524 et pDSPH524. 

II - Construction des Plasmides transportant 
10 le cr^ne clpG . 

x > Pan $ — pjjasnude vect^ur bluescript 

5K( + ) . 

- la figure 11 represente le plasmide 

15 pSTD41150. 

Le fragment Pstl/Hpal de 1,2 kb, porte par 
pEH524, contenant la region promotrice, la region 
codante et la region de terminaison du g£ne clpG, a ete 
clone dans les sites Pstl/Smal du plasmide vecteur 

20 Bluescript SK (+) (Stratagene) . Dans cette construction, 

la transcription du gene clpG est sous le controle de 
son propre promoteur et orientee dans le sens inverse du 
sens transcriptionnel dependant du promoteur Plac du 
vecteur. Le plasmide pSTD41150, resultant de ce clonage, 

25 complemente en trans le plasmide pDSPH524 pour la 

biogenese du CS31A. Le site PstI est situe a 255 pb en 
amont du codon d' initiation ATG du g£ne clpG. 

- la figure 12 represente le plasmide 

PDEV41155. 

30 Le plasmide pSTD41150 contenant seulement 2 

sites EcoRV a ete restreint par EcoRV et le fragment 
EcoRV/EcoRV de 225 pb a ete delete. Le premier site 
EcoRV est situe a 40 pb en amont du codon initiateur ATG 
du gene clpG et le second dans le polylinker du vecteur 

35 Bluescript SK(+). Le plasmide resultant de cette 
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construction, pDEV41155 porte le fragment EcoRV/Hpal de 
0.92 kb du g£ne clpG. Ce fragment exprime la sous-unite 
ClpG lorsque pDEV41155 est complements par le plasmide 
pDSPH 524. pDEV41155 est un plasmide a grand nombre de 
5 copies ayant 1'origine de replication Col EI et codant 

pour la resistance £ 1 ' ampicilline (Ap r ) . 



2) Dans le plasmide vecteur pSELECT- 1 . 

Le fragment Pstl/Hpal du gene clpG contenant 

10 le promoteur, la region codante et la region 

terminatrice du gene clpG a ete clone dans le vecteur 
bluescript SK+ restreint par Smal er Pstl. Puis le 
fragment Pstl/Xbal de ce recombinant (contenant le 
fragment Pstl/Hpal precite) a ete clone dans le vecteur 

15 p-SELECT-1 restreint par Pstl et Xbal, conduisant & 

l'obtention du plasmide pPSX83. 

Le plasmide pSELECT-1 (Promega) est un 
vecteur k grand nombre de copies. II porte le gene de 
resistance a la tetracycline et a une origine de 

20 replication (col El) differente de celle de pDSPH524. 

La complementation de CS31A est sch£matis£e 
sur la figure 13, dans laquelle E represente EcoRV, P 
represente Pstl et Xb represente Xbal. Elle fait 
intervenir le plasmide pDSPH524 et le plasmide pPSX83 

25 qui contient le seul g£ne de la sous-unite majeure de 

CS31A sous le contrdle de son propre promoteur dans p- 
SELECT-1. Les bacteries h£bergeant a la fois les 
plasmides pPSX83 -et pDSPH524 sont CS31A positives. 



30 F) IDENTIFICATION PRESOMPTIVE PES REGIONS DE 

L A SOUS-UNITS ClpG POUVANT ACCEPTER PES ADDITIONS 
P^ACIPES AM INES OU PES SUBSTITUTIONS HETEROLOGIE S . 



35 



Pour obtenir cette information trois 
strategies ont <§te mises en oeuvre : 
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Definition des regions variables 
susceptibles d' accepter des modifications & partir de la 
comparaison des sequences primaires de la proteine CS31A 
avec celles des proteines K88 et F4 1. 
5 - Recherche des epitopes continus dans la 

proteine CS31A. Les epitopes continus correspondent 
souvent & des regions variables de la proteine. L' 6tude 
de leur accessibi lite aux anticor.ps fournit aussi une 
information sur leur localisation dans la proteine 
10 native. 

- La mutagenese insertionnelle au hasard 
consiste ci inserer de fagon aleatoire un court 
oligonucleotide de synthese possedant le site de 
reconnaissance d'une endonuclease de restriction 

15 ("linker") dans le gene clpG. L' introduction de ce 

nouveau site de restriction permet d' inserer 
ulterieurement une sequence heterologue. L' analyse de 
1' expression des proteines modifiees par complementation 
intergenique In vivo et par immunoblott ing utilisant 

20 des anticorps specifiques diriges contre la proteine 

ClpG, constitue la base de 1' evaluation du degre de 
permissivite de cette proteine. Les regions permissives 
sont ensuite localisees et identifiees apres analyse de 
restriction et sequencpage nucleotidique . 

25 

I - Comparaison de sequences . 
La figure 14 represente 1 ' al ignement -des 
sequences primaires deduites des antigenes CS31A, K88 et 
F41. La comparaison de ces sequences indique que CS31A 

30 presente une identite de 44% avec la sous-unite de 

l'antigene K88 et 24% avec la sous-unite de l'antigene 
F41. Malgre les . importantes divergences observees dans 
les sequences primaires de CS31A et K88, la conservation 
de plusieurs regions hydrophobes sy stemat iquement 

35 associees ^ la presence d' un residu proline suggere que 
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les deux sous-unites adoptent une conformation 
similaire. Les regions variables susceptibies d'etre 
permissives sont d61imitees par les acides amines situes 
dans la figure 9 aux positions 10 et 58 pour la region 
5 B, 123 et 164 pour la region C et 183 et 257 pour la 

region D. 



II - Recherche des epitopes continus dans la 
proteins CS31A. 

10 Les reponses immunit aires etant differentes 

contre une proteine presentee sous forme native ou 
denaturee, les epitopes continus ont ete definis soit 
avec des anticorps diriges contre la sous-unite 
denaturee, soit avec des anticorps diriges contre la 

15 proteine native de haut poids moieculaire. 

1) Definition des epitope? contin us de . S 
sous-unites d^naturfiPs. 

La presence d' epitopes continus" est 
20 recherchee en mesurant la reactivity des antiserums 

polyclonaux prepares chez 4 lapins (LI, L2, L3, L4) 
contre la proteine denaturee vis a vis des 257 
nonapeptides chevauchants qui recouvrent la sequence 
CS31A. 

25 La figure 15 represente en A le profil de 

reactivate des nonapeptides vis a vis de 1 'antiserum L2 
dirige contre la proteine CS31A denaturee; la figure 15 
represente en B le profil de reactivite des nonapeptides 
vis & vis d'un antiserum aspecifique temoin. Cet 

30 antiserum temoin est celui d'un lapin immunise selon le 

m§me protocole mais contre une autre proteine, la 
proteine OmpA. 

La figure 16 represente les regions 
imxnunoreactives reconnues par les antiserums anti-CS31A 

35 denature produits chez les quatre lapins. 



WO 94/14967 



PCT/FR93/01281 



31 

Les figures • 15 et 16 montrent que les 4 
antiserums reconnai ssent essent iellement 6 regions 
contenant les 6pitopes continus de la molecule 
d6natur6e . 

5 Les peptides suivants ont ete iretenus : 10- 

19; 37-58; 88-106; 144-172; 184-219 ainsi que la region 
C-terminale (232-257) . Individue llement les scrums 
reconnaissent des sequences plus courtes (5 a 7 
r§sidus) . 

10 A ces regions immunodominantes reconnues par 

tous les animaux, s'ajoutent des regions reconnues 
seulement par certains antiserums. C'est le cas des 
peptides 37-44 et 2.00-207 pour le lapin LI et 84-93 chez 
les lapins L3 et L4 . 

15 

2) Definition des Epitopes continus de 13 
prpteine native . 

Ces epitopes ont ete definis par le meme 
procede, mais la reactivite des peptides est observee 
20 avec des antiserums prepares contre la proteine native 

de haut poids moieculaire. 

La figure 17 represente les regions 
immunoreactives reconnues par les antiserums anti-CS31A 
natifs produits chez les lapins (Nl) et (N2). La 
25 sequence soulignee 176-196 correspond k la region 

immunodominante de la proteine CS31A native. 

Les antiserums de deux lapins reconnaissent 
seulement la region 190-197 qui constitue le seul 
epitope continu present sur la proteine native. 

30 

HI - Definition cje 1' acces sibility des 

epitopes continus . 

La mesure de 1 ' ant igenicite des peptides 
definis precedemment permet de preciser leur 
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accessiblite a la surface de la molecule native. Deux 
methodes differentes ont ete utilisees : 

1) Premiere methode : Modification du profil 
5 d' epitope scanning apres absorption de 1' anticorps 

polyclonal par la proteine native. 

Trois situations sont observees, comme le 
montre l'exemple de la figure 18 representant les 
profils de peptide scanning obtenus avec les antiserums 
10 anti-CS31A, avant absorbtion par la proteine CS31A 

native (pics en blanc) , et apres absorbtion (pics en 
gris) ; en A : lapin LI, en B : lapin L2 : 

- Regions 98-106 et 151-160 : la reactivite 
de 1' antiserum absorbe n' est pas modifiee. Les peptides 

15 ne sont pas accessibles a la surface de la molecule. 

- Region 184-191 avec le serum du lapin L2 
et region 200-207 avec le serum du lapin LI, la 
reactivite de 1' antiserum est totalement abolie. Les 
peptides sont accessibles et les anticorps 

20 correspondants ont une bonne af finite. - 

- Regions 10-19, 46-58, 92-99, 235-245 : la 
reactivite vis a vis des peptides est diminuee plus au 
moins fortement. L' accessibility est partielle ou 
1' af finite des anticorps est faible pour le peptide 

'25 presente dans la proteine native. 

2) Seconde methode : Capture d'un 
antipeptide par la procaine native. 

Le principe de la mesure consiste soit : 
30 - & mesurer en presence de la proteine 

native, la quantite d' ant ipept ide capturee par le 
peptide correspondant absorbe sur une phase solide 
(Accessibility ELISA) , soir, 
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a mesurer directement la quantity 
d' ant ipept ide capturee . par la proteine native 
immobilisee sur nitrocellulose ou sur plastique. 

5 a) Product ion d' ant ipept idp.s . 

Cinq antipeptides ont ete produits contre 
cinq peptides synthetiques de 15 residus, correspondant 
aux regions immunodominantes definies precedemment . 
Chaque antipeptide a ete' prepare chez 2 lapins comme 
10 decrit dans materiel et methodes . Le tableau 3 ci-apres 

presente la sequence, la position et les peptides de la 
region correspondante . 

Tableau 3 



Peptide 


Sequences 
positions 


anti- 
peptide 


Positions 
des 

nonapep tides 
reactif s 


Nonapeptide 
le plus 
rectif 


Y-15-A 


<Y)-GPSKLLTITQSEPA 
44 57 


Y-15-A(H) 


42-57 


GDSKLLTIT 


Y-15-D 


(Y) -GDNGKGFFELPMKD 
97 110 


Y-15-D (K) 


'99-112 


FELPMKDDS 


D-15-I 


DNTSIYYRRLVfiPAT 
148 162 


D-15-I (C) 


144-165 


(I) YYGGLVSPA 


G-15-Q 


GOLOAVNPNAGNRGO 
185 199 


G-IS-Q(F) 


184-201 


QLQAVNPNA 


T-15-P 


TFTNPWSTTOWSAP 
235 . 24,9 


T-15-P (A) 


238-253 


STTQWSAPL 



15 

Les cinq peptides sont localises dans la 
sequence primaire sur la figure 19. 

t>> Control p> de la soecificite et t if rage des 
20 antipeptide? . 

Ce controle est realise en ELISA par capture 
d'anticorps sur peptides fixes sur plaques Immulon II 
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(0,5 (xg/puits) . Le titre et la reactivite croisee des 
antipeptides sont presentes dans le tableau 4 ci-apres. 

Tableau 4 



Peptide 


Y-15-A 


Y-15-D 


D-15-I 


G-15-Q 


T-15-I 


Ant i -pept i de 












Y-15-A (H) 


>3200 


0 


0 


0 


0 


Y-15-D (J) 


0 


>16000 


0 


0 


500 


Y-15-D (K) 


0 


>32000 


0 


0 


500 


D-15-I (C) 


0 


0 


8000 


0 


0 


D-15-I (D) 


0 


0 


>32000 


500 


250 


G-15-Q (E) 


128 


128 


128 


> 32 0 G 0 


64 


G-15-Q (F) 


0 


32 


0 


32000 


0 


T-15-P (A) 


0 


0 


0 


0 


4000 


T-15-P (B) 


128 


250 


64 


32 


4000 


Serum 


250 


250 


64 


64 


128 


preimmun 


(H) 


(J+K) 


(C + D) 


(E+F) 


(A+B) 



5 

Dans le tableau 4, les lettres entre 
parentheses correspondent a 1 1 identification du lapin 
immunise. Pour chaque peptide, deux antipeptides ont ete 
produits, a l 1 exception du peptide Y-15-A. 

10 

C) Accessibility ELTSA . 

Afin d'eviter les problemes lies aux 
differences, d' affinity des antipeptides entre.. las. 
antigenes en competition (proteine native/pept ide) , les 

15 antipeptides sont d' abord absorbes sur la proteine 

native (ou sur des bacteries qui la produisent) . Apres 
elimination des immuncomplexes par centrif ugat ion, le 
titre residuel de 1 ' antipeptide est mesure par capture 
d'anticorps sur le peptide correspondant immobilise en 

20. plaque Immulon II. Les antipeptides ont ete utilises a 

des dilutions, definies d'apres les courbes de 
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titration, qui correspondent a une diminution de 50% de 
la D.O. a 405 nirw 

Les r6sultats de l'accessibilit^ des 
Epitopes continus de la prot£ine CS31A sont pr^sentes 
5 sur le tableau 5 ci-apres. 

Tableau 5 



Sequences 


Position 


Accessi- 
bility 
Pepscan 
(graphe) 


Accessi- 
bility 
Pepscan 
(indice) 


Access! 
-bility 
anti- 
peptide 


Conclu- 
sion 

accessi- 
bility 


FDMNGTITA 
MNGTITADA 


10-18 
12-20 


+ (L1) 
+ (L2) 
- {LI .8) 






( + ) 


FNNTIKEMT 


35-43 


+ (LI) 
- (LI . 8) 


+ 




( + ) 


LTITQSEPA 
DSKLLTITTO 


49-57 
45-53 


+ <L1) 
+ (L2 > 
+ (LI .8) 


++ 




+ 


(Y) — GDSKLLTITQSEPA 
(Y-15-A) 


4 4-57 






4- 




VGVGAIPLI 


73-81 


+ (L2) 


++ 




( + ) 


GNGVALQSS 
GNGVALQSS 


88-96 


+ (L1) 
+ (L2) 
+ (LI . 8) 


++ 




< + ) 


DNGKGFFEL 
DNGKGFFEL 


98-106 


- (Li ) 

- (L2) 
-(LI. 8) 








(Y) -GDNGKGFFELPMKD 
(Y-15-D) 


97-100 










TSVASGNT 


142-150 


-(LI) 
-(LI. 8) 








YYGGLVSPA 
IYYGGLVSP 


153-161 
152-160 


-(LI) 
+ <L2> 
-(LI. 8) 


+ 

++ 






DNTSIYYGGLVSPAI 
CD-15-I) 


148-162 










GKDAASAVS 


165-173 


- (LI) 
-(LI. 8) 


+++ 




( + ) 


LGQLQAVNP 

QVNKNSAVS 


184-192 
199-207 


+++<L2) 
+ (L1> 
+(L1.8) 


+++ 
+++ 




+++ 
++ + 


GQLQAVNPNAGNRGQ 
(G-15-Q) 


185-199 






+++ 


++ + 
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Tableau 5 (suite) 





Position 


Accessi — 
bilite 
Pepscan 
(graphe) 


Acces si — 
bilite 
Pepscan 
(indice) 


Accessi 
-bilite 
anti- 
peptide 


Conclu- 
sion 

accessi- 
bility 


VMTTGDVIA 
VMTTGDVIA 


211-219 


+ (L1) 
+ (L2) 
-{LI .8) 


+•++ 




( + ) 


ALGIDQGQT 


223-231 


+ (L2) 


+++ 




( + ) 


NPWSTTQW 
TFTNPWSTT 

TFTNPWSTTQWSAP 
(T-15-P) 


238-246 
235-243 

235-249 


+ {L1> 
+ (L2) 
-(Ll,8) 


+ 
+ 


++ 


++ 



La figure 20 represente la competition ELI SA 
5 pour mesurer 1 ' accessibilite des peptides dans la 

prot^ine native CS31A (courbe essai : 
courbe temoin : o) . 

Trois situations sont observ^es : 

- Avec les antipeptides G15Q (185-199) et 
10 T15P (235-249), on remarque une diminution de D.O. 

proportionnelle a la quantity de proteine native en 
competition avec le peptide. Les antipeptides sont 
absorbes par les regions correspondantes sur la proteine 
native. La specificite du systeme est verifiee par la 
15 stabilite du titre de 1 ' ant ipept ide en presence soit 

d'une proteine etrangere (BSA) soit de bacteries 
hebergeant un pl'asmide delete dans la region portant le 
gene de structure (pDSPH524). 

- Avec les antipeptides Y15A (44-57), 
20 1' absorption de 1 ' ant ipept ide n' est mesurable qu'aux 

fortes concentrations de proteine native. Ceci indique 
soit, une accessibilite partielle dans la proteine 
native, soit une faible af finite de 1 ' ant ipept ide pour 
la proteine native. 
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- Avec les antipeptides Y15D (97-110) et 
D15I (148-162). Les courbes essai (•), et t6moin (o) 
sont parall^les, il n'y a pas de relation entre le titre 
r£siduel de 1 ' ant ipept ide et la quantity de proteine 

5 native utilisee pour la competition. 

d) Capture d' antipeptide par La prot:£ing 

native en dqt-blqt. 

Des membranes de nitrocellulose sur 
10 lesquelles est depos6e une s6rie de dilutions (120 £ 

0,4 ng) de proteine CS31A purifiee (native ou denatur6e 
par la chaleur) sont mises en contact avec les anticorps 
suivants : 

- chacun des cinq antipeptides (dilutions 
15 entre 1/50 et 1/500), 

- 1' antiserum polyclonal dirige contre les 
sous-unites purifiees denatures (dilution 1/500), 

- un antiserum (31AL) qui ne reconnait que 
la proteine native (dilution 1/100) . 

20 La fixation des anticorps sur les antigenes 

immobilises est mesuree comme decrit dans materiel et 
m£thodes . 

La figure 21 est une photographie des 
membranes qui montre la r£activite des diff£rents 
25 anticorps vis a vis de l'antigene immobilise. 

Ligne A : Les anticorps sont diriges contre 
la proteine d6natur£e. On montre que la meme quantity 
d'antig£ne (natif /denature) est immobilisee sur la 
membrane . 

30 Ligne B : L' antiserum 31AL indique que 

l'antigene non denature par la chaleur est bien 
immobilise sous forme native. 

Ligne C : L' ant ipept ide G15Q reconnait le 
peptide (185-200) de la proteine native ou d<§natur£e. Le 
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peptide est done accessible et 1 ' ant ipeptide a une bonne 
affinity quelle que soit la conformation de la molecule. 

Ligne D : Les antipeptides Y15A ; D15I et 
T15P reconnaissent mieux la forme denaturee que la forme 
5 native quand ils sont faiblement dilues (1/50) . A plus 

forte dilution (1/500) aucune reaction n'est observ&e. 
La plus faible r^activite des peptides dans la proteine 
native est liee, soit k sa faible accessibility, soit k 
la faible affinity de 1' ant ipeptide . 
10 Ligne E : L' ant ipeptide Y15D ne reconnait 

que l'antig&ne denature. Le peptide 97-110 ne semble pas 
accessible dans la proteine native. 

3) Conclusions sur 1' etude d' ac cess ibil it£ 

15 fles Epitopes continus identifies dans CS31A et les 

propri£t$S de? region? cpntenant C5S Epitopes continys. 

Les methodes utilis^es donnent de bonnes 
indications sur 1' accessibility des peptides 44-57, 97- 
110 et 185-199. Par contre, les r6sultats ne permettent 
20 pas de definir clairement 1 ' accessibility des deux 

autres peptides (tableau 5) . 

- Peptide 44-57 : Les resultats obtenus 
indiquent que cette region est accessible dans la 
proteine native. Cependant l'anti peptide (Y15A) semble 

25 avoir une faible affinite pour le peptide dans son 

environnement naturel. 

- Peptide 97-110 : Tous les resultats 
indiquent que cette region n'est pas accessible dans la 
proteine native. 

30 - Peptide 185-1 99 : Tous les resultats 

indiquent que cette region est tr£s accessible et que 
1' antipeptide correspondant (G15Q) a une bonne affinity 
pour le peptide quelle que soit sa conformation. De plus 
la disparition de la r£activity des regions 183-191 et 

35 199-207 observye par "ypitope scanning" apres absorbtion 
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des anticorps par la proteine native indique qu'une 
large region comptant au moins 24 residus (183-207) 
parait facilement accessible aux anticorps. 

- Peptide 148-162 : Les resultats indiquent 
5 generalement la faible accessibility de cette region 

dans la proteine native. Cependant la reactivite en Dot- 
Blot de 1' antipeptide D15I vis a vis de la proteine 
native est en contradiction avec les autres resultats. 
L' accessibility de cette region reste a definir, car les 
10 resultats ne permettent pas de trancher entre la non 

accessibility de la region ou la mauvaise affinite de 
1' antipeptide D15I. 

- Region C-Terminale : Cette region semble 
accessible, mais la superposition des epitopes continus 

15 dans cette region ne permet pas une bonne definition de 

1' accessibility de chacun d'eux. 

Toutes les informations recueillies sur les 
proprietes des regions contenant les epitopes continus 
sont presentees dans le tableau 6 ci-apres. 
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Tableau 6 
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4 ) Prpprifet^S aenerales des regions 

contenant les Epitopes gontinus (Tableau 6) . 

- Region 10-19 : cette region est fortement 
immunogene et tous les serums diriges contre la proteine 

5 denaturee (anti-D) reagissent contre elle. L' epitope est 

localise dans une region variable, faiblement 
hydrophile, flexible et accessible. 

- Region 38-58 : cette region est tres 
immunogene. Les differents serums anti-D permettent de 

10 definir trois epitopes chevauchants localises dans une 

large region variable interrompue par 4 residus 
conserves . La region est hydropbJ.le,- tres flexible et 
accessible aux anticorps. 

- Region 74-80 : cette region est immunogene 
15 chez certains animaux, 1' epitope reconnu par les serums 

anti-D est situe dans une courte region variable 

flanquee de regions tres conservees. La region contenant 

1' epitope est hydrophobe et non flexible, elle est 

cependant accessible aux anticorps. 
20 - Region 88-106 : cette region tres 

immunogene est reconnue par tous les serums anti-D. On 
peut definir trois epitopes situes dans la region 
variable adjacente au cluster P3. L' epitope 88-99 est 

situe dans une region hydrophile, flexible et 
25 accessible, par contre 1' epitope immediat ement adjacent 

98-106 fait partie d'une region hydrophobe, non flexible 
et non accessible aux anticorps. L' ant ipept ide Y15D 
dirig£ contre la sequence 97-110 ne reagit pas contre la 
proteine native. 
30 - Region 144-172 : la sequence 151-160 est 

tres immunogene chez tous les animaux, les sequences 
144-151 et 165-172 sont reconnues par un seul animal. 
L'epitope 151-160 est situe dans une region tres 
hydrophobe non flexible. Les autres sequences s'ont 
35 hydrophiles mais peu flexibles. Aucun des epitopes n'est 
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antigenique dans la proteine native. L' antipeptide D15I 
(148-162) n'est pas fix£ par la prot£ine. 

- Region 184-220 : C est la r6gion la plus 
immunoreactive de la proteine, elle contient le seul 

5 epitope continu (190-197) de la proteine native. La 

region 190-197 contient la sequence NPN qui est 
suceptible de former une torsion de la chaine 
polypeptidique qui pourrait expliquer cette forte 
immunoreactivite . Tous les animaux reconnaissent la 

10 region 184-197, mais la region 200-207 ne r£agit que 

chez un seul animal. L' epitope 184-191 est situe en aval 
de la sequence NPN dans une region conserves, hydrophobe 
non flexible mais accessible aux anticorps. 
L' antipeptide G15Q (185-199) reagit fortement contre la 

15 proteine native. L' epitope 200-207 est localis6 dans la 

region variable (V3) hydrophile, flexible et facilement 
accessible aux anticorps. La region 211-219 est 
fortement immunogene chez tous les animaux, elle est 
situee dans V3 dans une partie hydrophobe flexible non 

20 accessible. 

La region 184-220 semble done tres 
immunogene, son antigenicity est limitee & la partie 
amont (184-207) . 

- Region 223-245 : La region C-terminale est 
25 fortement immunoreactive mais la superposition des 

nombreux epitopes complique leur definition. L' epitope 
223-231 est exactement situe dans une region variable 
faiblement hydrophile, mais tres flexible. L' epitope 
235-245 est situe dans une region variable hydrophobe 
30 peu flexible. L' etude d' accessibility avec 1 ' antipeptide 

T15P (235-249) indique que toute la region est 
antigenique dans la proteine native. 
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5) ConcJLu$iQP generate sur 3. 1 Stvde 

imiruinostructyrajLe. 

Les conclusions precedentes font apparaitre 
les points suivants : 
5 -■ L' etude immunost ructur al e localise 

clairement les epitopes continus dans des regions 
variables, generalement flexibles, hydrophiles et 
accessibles aux anticorps dans la proteine native. 

- Les insertions d' epitopes etrangers par 
10 mutagenese dirigee dans les regions variables 

immunoreactives permettront, a condition qu'elles soient 
permissives, de placer les sequences etrangeres dans un 
environnement conf ormat ionnel favorable (flexibility, 
accessibility) a une bonne presentation au systeme 
15 immunitaire. 

- A condition qu'elles soient permissives, 
les regions variables immunoreactives 10-19 ; 38-58 ; 
88-106 ; 144-172 ; 184-220 et 223-245 pourront etre 
choisies pour inserer des epitopes etrangers. 

20 - La region V3 (184-220) qui possede le seul 

epitope continu de la proteine native possede les 
proprietes immun o 1 ogi que s ( immunogenic! t e et 
antigenicity) les plus favorables pour la presentation 
d' epitopes etrangers. 

25 

IV - Mu.tag£n£se jngertionnelle a_u. fragard 

dans la proteine ClpG. 

1) Insertion ay hasard de liners ScoR? et 
30 de sequences heterologies dans le oene clr>G. 

L' introduction par mutagenese au hasard d'un 
site unique de restriction EcoRI dans le plasmide 
pDEV41155 transportant le gene clpG est schematisee sur 
la figure 22. 
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Le plasmide pDEV41155 est partiellement 
hydrolyse par la Dnase I en presence cie Mn++ de telle 
maniere qu' environ 1/3 des molecules soient obtenues 
sous forme lineaire. On evite ainsi des coupures 
5 multiples du plasmide par la Dnase I. Les extremites 

protuberantes de pDEV41155 ainsi linearise sont 
transformers en bouts francs par 1' action de la T4 DNA 
polymerase et du fragment klenow de 1 ' ADN polymerase de 
E . coli . Les molecules d' ADN lineaire de 3,8 kb ayant 
0 subi I 7 action des polymerases ont ete ensuite isolees et 

purif i6es a partir de gels d'agarose. La 
recircularisat ion des plasmides a ete effectuee en 
presence d'un exces de linkers EcoRI non phosphoryles et 
de la T4 DNA ligase. Cinq linkers EcoRI de differentes 
5 tallies (8,10 et 12 mer.) ont ete utilises afin d' avoir 

au moins une insertion ne modifiant pas le cadre de 
lecture du gene clpG : 

GGAATTCC (8 mer) 
GCGAATTCGG (10 mer) 
0 CGGAATTCCG (10 mer) 

CCCGAATTCGGG (12 mer) 
CCGGAATTCCGG (12 mer) 

Apres transformation de la souche E.coli 
DH50C, le melange de transformation est directement mis 

5 en culture. L' ADN plasmidique total extrait a partir de 

cette culture est restreint par 1' enzyme EcoRI. Un 
melange d' ADN lineaire de 3,8 kb est recupere et 
purifie, par elect rophorese en gel d'agarose. Cette 
etape de digestion par EcoRI a permis d'isoler 

0 uniquement les plasmides pDEV41155 ayant insere les 

linkers EcoRI monomeriques et d'ecarter ceux depourvus 
de linkers EcoRI ou ceux ayant incorpore des linkers 
EcoRI multimeriques . 

Les plasmides lineaires renfermant un site 

5 EcoRI, sont soumis a 1' action de la T4 DNA ligase en 
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presence d'une cassette-KmR codant pour 1' aminoglycoside 
3 1 -phosphotransferase qui confere la resistance a la 
kanamycine. 

La cassette Km r representee a la figure 23 
5 avec ses sites de restriction multiples et symetriques 

(MCS) utilisee ici est le fragment EcoRI/EcoRI de 
1,28 kb provenant du plasmide pUC4K <Viera J and Messing 
J. 1982. Gene 19: 259) et contenant le transposon 
Tn 903- Les extremites 5' et 3' du gene de resistance 
10 comportent un polylinker possedant du c6te distal de ce 

gene le site EcoRI et du c6te proximal le site Pstl. Le 
clonage de la cassette Km r dans le site unique EcoRI du 
plasmide pDEV41155 ay ant incorpore un linker EcoRI, est 
illustre par la figure 24. Les clones obtenus apres 
15 transformation de la souche DH5a, sont selectionnes sur 

leur double resistance a la kanamycine (marqueurs des 
sites d' insertion) et a 1 ' ampicil line (marqueur du 
plasmide vecteur) . Ainsi, 830 clones Ap r Km r hebergant 
le plasmide pDEV41155 porteur de la cassette Km r ont ete 

20 isoles. Les plasmides mutes ayant une insertion 

affectant soit 1'activite de la b£ta lactamase soit la 
replication des plasmides ne sont pas retrouves . Cette 
selection favorise 1' obtention de mutants ayant la 
cassette Km r dans le gene clpG ou dans le reste du 

25 vecteur. 

Pour selectionner les insertions de la 
cassette Km r situees uniquement dans le gene clpG, 
celui-ci a ete excise et reclon6 dans le meme plasmide 
vecteur de depart n' ayant pas ete traite par la Dnase I. 
30 Pour cela, les plasmides pDEV41155 transportant la 

cassette Km r ont ete digeres a la fois par Apal et SacI 
(figure 24) . Les sites Apal et SacI sont respectivement 
situes a 78 pb en amont et 893 pb en aval du codon 
d' initiation ATG du gene clpG. 
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La figure 24 indique le protocole de 
selection positive des insertions des linkers Eco RI et 
du polylinker Eco RI-Pstl-Eco RI dans le gene clpG. 

Les fragments Apal/SacI de 2,25 Kb contenant 
5 le g&ne clpG mute par 1' insertion de la cassette Km r 

sont purifies & partir de gels d' agarose et clones dans 
les sites Apal / SacI du vecteur Bluescript SK. Apres 
transformation de la souche E.coli DHSoc, 867 clones Km r , 

Ap r ayant la cassette Km r dans le gene clpG ont ete 

10 selectionnes . 

La presence de sites de restriction 
multiples et symet riques aux extr^mites de la cassette 
Km r a et6 mise cl profit pour introduire des sequences 
h£terologues de dif f ^rentes tailles dans le g£ne clpG 

15 apres excision de la cassette. Cette excision a et6 

r6alis6e & partir de 1'ADN plasmidique extrait des 
clones Ap r Km r par coupure avec EcoRI ou Pstl. La figure 
24 illustre deux constructions simples conduisant & 
l'excision de la cassette Km r par deletion. La 

20 recircularisation de l'ADN linearise par EcoRI conduit ci 

1' insertion de 8 ^ 12 bp et celle de l'ADN lin£aris6 par 
Pstl aboutit a 1' insertion de 50 £ 54 pb. 

Au niveau de la proteine ClpG cela 
correspond a une insertion de 3 ou 4 acides amines dans 

25 la premiere situation et de 17 a 18 acides amines dans 

la seconde situation. Apres excision de la cassette, les 
plasmides recircularisfes sont transferes dans la souche 
E . coli DH5a contenant le plasmide pDSPH524 afin de 

tester 1' expression des genes clpG mutes. 

30 La figure 25 represente les sequences 

nucleot idiques resultant des insertions des linkers 
EcoRI (a gauche de la figure) et du polylinker EcoRI- 
Pstl-EcoRI (a droite de la figure) dans le gene clpG et 
, leurs sequences peptidiques correspondantes . Les trois 

35 sequences peptidiques correspondant aux trois cadres de 
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lecture possibles d'une m§me sequence d'ADN sont 
d£duites a partir cle chacun des cinq linkers EcoRI 
utilises. 

5 2) Expression <3es g£ne$ cipg routes. 

La permissivite de ia proteine ClpG a ete 
6valu6e par un test de complementation interg£nique In 
vivo permettant de savoir si les prot£ines ClpG 
modifies par les differentes insertions de sequences 

10 h£t£rologues de 3 a 1 8 acides amines sont toujours 

f onctionnelles pour la biogenese des polym£res de 
surface CS31A . 

Au total 5895 clones ont ete analyses par 
immunoblotting In sltv sur colonies avec un antigene 

15 polyclonal specif ique du CS31A natif . Ainsi, 739 clones 

(12,5 %) se sont r£vel6s positifs pour la production du 
CS31A. Ces r^sultats indiquent que les prot6ines ClpG 
ayant incorpor6es 3 a 18 acides amines sont correctement 
exportees et integr£es dans la structure polymerique du 

20 CS31A et qu'il existe des regions permissives dans la 

proteine ClpG. 

3) Localisation des regions permissive? de 
J, a proteine OXpQ « 

25 Un melange de plasmides recombinants 

extraits des 739 clones positifs pour la biogenese du 
CS31A a ete soumis a 1' analyse de restriction. La 
localisation du site EcoRI dans le gene clpG mute par 
rapport a d' autres sites de restriction uniques (Xhol et 

30 Xbal) existants sur le plasmide vecteur de part et 

d' autre du g£ne clpG (figure 12) a permis de positionner 
les insertions de 3 a 54 pb dans ce gene. Differentes 
regions de la proteine ClpG tolerant 1' addition de 3 a 
18 acides amines supplement aires ont pu ainsi £tre 

35 identif iees . 
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Une carte des insertions permissives a ete 
etablie. La figure 2 6 represente la sequence de la 
proteine ClpG et indique la localisation des insertions 
des linkers EcoRI (•) et du polylinker EcoRI-Pst I-EcoRI 
5 (♦). Les fleches verticales indiquent les positions 

approximatives des insertions permissives dans la 
proteine ClpG. La localisation des sites permissifs est 
determinee par analyse de restriction. Les regions (I) 
et (II) representees par des rectangles designent les 

10 deux principales regions permissives. Les zones 

hachurees indiquent les epitopes lineaires de la 
proteine ClpG. 

Les resultats montrent que les 44 insertions 
repertoriees se repartissent tout le long de la sequence 

15 proteique de ClpG. Deux regions principales semblent 

toutefois se degager dans lesquelles un grand nombre 
d' insertions ont ete posit i onnees . La premiere region 
(I) localisee a l'extremite N-terminale entre les acides 
amines 11 et 36 contient 13 insertions. La seconde 

20 region (II) localisee dans la partie centrale de la 

proteine ClpG entre les acides amines 125 et 156 
contient 16 insertions. 

En conclusion, les resultats obtenus 
d^montrent qu'il est possible d'inserer 3 a 18 acides 

25 amines dans la proteine ClpG. sans affecter la biogenese 

des polymeres de surface CS31A. 

V - Conclvgiop g£n<|rale concernant les zones 
potentiellement permissives de la proteine CS31A. 

30 La synthase des resultats obtenus selon 3 

methodes complementaires pour identifier les zones 
accessibles a la surface de la molecule et 
potentiellement permissives pour les insertions ou 
substitutions heterologues dans la proteine CS31A, est 

35 la suivante : 
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- La region A identifiee par mutagenese 
insertionelle au hasard accepte 1 1 introduction de 4 a 20 
acides amines heterologues . 

- La region B avec sa region variable VI et 
5 ses peptides immunogenes 10-19 et 38-58 antigeniques 

dans la forme native est permissive puisque des 
insertions heterologues ont ete obtenues par mutagenese 
au hasard, en particulier au niveau du peptide 10-19. 

- La region C avec sa region variable V2 
10 contient dans sa partie terminale un epitope continu 

(peptide 151-160) mais qui n'est pas antigenique dans la 
proteine native. Toutefois plusieurs insertions ont ete 
obtenues par mutagenese au hasard et la permissivite de 
cette region parait done interessante . 

15 -La region D avec sa region variable V3 

contient le seul epitope continu antigenique et 
immunogene dans la proteine sous forme native, ce qui en 
fait une region immunodominante majeure. Dans sa partie 
C-terminale plusieurs peptides sont immunogenes et 

20 antigeniques dans la forme denaturee de la proteine. 

Enfin quelques insertions ont ete obtenues par 
mutagenese au hasard. 



25 



G) CHOIX DES EPITOPES VIRAUX . 
Cinq epitopes ont ete choisis pour ces 

exemples. 

II s'agit des epitopes C et A de la 
gly copr ot eine S du virus de la gast ro-ent erite 

30 transmissible (GET) du porcelet, d 1 un epitope de la 

proteine VPS du rotavirus bovin, de 1' epitope C3 de la 
proteine de 'capside VP1 du poliovirus de type 1 
(Mahoney) et d'un epitope de la proteine de capside VP1 
du virus de la fievre aphteuse (FMDV) . Les ADN codant 

35 pour ces epitopes sont obtenus par synthese chimique. 
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Les codons choisis sont ceux les plus frequemment 
utilises dans le g£ne clpG. Les extr^mit6s des molecules 
d'ADN codant pour un epitope varient en fonction de la 
localisation de 1' insertion afin qu'elles soient 
5 compatibles avec les sites de restriction introduits 

dans clpG. 

La figure 27 indique les sequences des 
oligonucleotides de synthase utilises, codant pour les 
epitopes GET, Rotavirus, Polio et FMDV. La sequence de 
10 1 1 epitope lui meme est representee par des lettres en 

relief . 

H) CXiONAGE DE L ' ADN CORRESPOND ANT AUX 

EPITOPES VJjRAUX ELI EXPRESSION DES PROTEINES 

15 RECOMBINANTS ■ 

I - AprSg mutagenese dirjg^e . 
Les regions V2 (acide amine 123 a acide 
amine 150) et V3 (acide amine 183 a acide amine 221) ont 
20 ete choisies dans ces exemples pour . 1' insertion 

d' epitopes . Des sites de restriction uniques ont ete 
crees aux endroits desires par mutagenese dirigee en 
utilisant des oligonucleotides synthetiques porteurs de 
la mutation choisie. Pour cela, la methode de l'ADN 
25 partiellement simple brin et les vecteurs pMa 5-8 et pMc 

5-8 ont ete utilises. 

Le fragment Hind ni-Xbal" de pPSXB3 a ete"' 
clone dans ces vecteurs, conduisant a 1'obtention des 
plasmides pMcHX et pMaHX. Apres mutagenese, les 
30 fragments Hindlll-Xbal provenant de pMcHX mute et pMaHX 

mute ont de nouveau ete clones dans p-SELECT-1. 

La presence des mutations souhaitees est 
confirmee par analyse de restriction et par sequencage 
nucieotidique par la methode de Sanger. 
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L' expression des proteines recombinantes est 
verifiee par des tests immunologiques sur bacteries 
entieres ou des extraits bruts a 60°C (Immunodots et 
Western blot) . 

5 

1) Manipulations de V2 . 

Les modifications de la region V2 sont 
indiquees dans la figure 28. Dans les mutants 2 et 5, 
l'acide amine 131, tyrosine, est remplace par un residu 
10 threonine. Dans le mutant 6, les acides amines 131 a 141 

ont ete deletes. 

Les plasmides mutants sont introduits par 
transformation dans une souche contenant pDSPH 524 et la 
presence de CS31A est recherchee par tests 
15 immunologiques sur extraits a 60°C apres electrophorese 

en gel de p'olyacrylamide denaturant (Western blot) . 

Les mutants 1 a 5 produisent CS31A en 
quantite comparable a la souche temoin hebergeant pPSX83 
+ pDSPH 524. 

20 Le mutant 6 ne produit pas de CS31A comme le 

montre la figure 29. 

a) Introduction des epitopes et expression 
des proteines recombinantes . 

25 - un ADN synthetique codant pour 1' epitope 

du GET possede des extremites compatibles avec les sites 
de restriction Hpal/Spel (figure 27d) . II a remplace le 
fragment Hpal et Spel du gene clpG des mutants 3 et 4 
generant respect ivement les plasmides pGC32 et pGC19 

30 (figure 30b et 30c) . 

- un ADN synthetique codant pour 1' epitope 
du GET possede deux extremites compatibles avec Spel 
(figure 27a) . II a ete insere en phase dans le site Spel 
du gene clpG des mutants 2 et 4, generant respect ivement 

35 les plasmides pGCl et pGC4 (figure 30a et 30c) . II a 
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egalement remplace le fragment Spel/Spel du mutant 5, 
generant le plasmide pGC44 (figure 30d) . 

- un ADN synthetique codant pour 1 ' epitope 
du FMDV (figure 27g) possede des extremit^s compatibles 
5 avec Hpal et Spel . II a remplace le fragment de 

restriction Hpal/Spel du gene clpG du mutant 2, generant 
le plasmide pFl (figure 30a). 

Dans la figure 30 on a indique pour chacun 
des mutants la synthese (+) ou non (-) de la proteine et 

10 la production (+) ou non (-) de la capsule CS31A . 

Les plasmides pGC32, pGC19, pGC44, pGCl, 
pGCA et pFl sont introduits indi viduellement dans la 
souche de complementation. Des Western blot sont 
effectues sur des extraits a 60°C provenant de ces 

15 souches. Les anticorps polyclonaux anti-CS31A ou 

antipeptide G15Q decrits precedemment ne reconnaissent 
pas un polypeptide avec le poids moleculaire attendu 
mais avec un poids moleculaire plus eleve d' environ 
60 kDa. Dans des experiences d' immunodots, les bacteries 

20 entieres sont CS31A negatives. La sous-unite ClpG est 

done synthetisee mais n'est pas exportee et polymerisee 
^ la surface bacterienne. Elle est certainement bloquee 
dans le periplasme en association avec une autre 
proteine qui n'a pas encore ete identifiee. 

25 La figure 31 est une photographie d 1 un 

"Western blot" realise £ partir d'extraits a 60°C 
concentres 10 fois de bacteries hebergeant les mutants 1 
£ 6 (+pDSPH 524) et de l 1 anticorps polyclonal anti- 
CS31A. 

30 Ce r§sultat n'est pas incompatible avec 

1 ' utilisation vaccinale de telles bacteries 
recombinantes . 



35 
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b) Cpnclugipns pour la region V2 , 
La region V2 apparait globalement permissive 
d'apres les experiences de mutagen&se au hasard. 
Cependant certains acides amines doivent etre importants 
puisque 1 1 introduction (insertions et sbstitut ions ) des 
sequences nucieotidiques codant pour differents Epitopes 
perturbe la biog6n^se de CS31A. II est necessaire de 
determiner plus precisement dans cette zone la 
localisation exacte des sites permissifs. 



2) Manipulation de V3 . 

Les modifications de la region V3 sont 
indiquees dans la figure 32; dans cette figure les 
nucleotides et les acides amines marques d'une etoile 

15 sont ceux qui ont ete modifies par mutag£n£se. 

Dans le mutant 7, le residu glutamine en 
position 186 est remplace par un residu glutamate. Un 
site de restriction SacI est ainsi cree. De plus, un 
residu glutamine en position 199 est remplace par un 

20 residu leucine. Un site de restriction Spel est ainsi 

cr^e . 

Dans le mutant 8, un site de restriction Hpa 
I est cree au niveau du codon valine en position 190. Un 
residu asparagine en position 203 est remplace par un 
25 residu threonine, errant ainsi un site de restriction 

Spe I . 

Dans les mutants 9 et 10, un residu 
asparagine en position 203 est remplace par un residu 
threonine, creant ainsi un site de restriction Spel. De 
30 plus dans le mutant 9 un residu valine en position 217 

est remplace par un residu leucine . Un site de 
restriction Bglll est ainsi cree. 

Les plasmides mutants sont introduits par 
transformation dans une souche hebergeant pDSPH 524 et 
35 la presence de CS31A est recherchee par tests 
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immunologiques sur bacteries entieres et sur extraits a 
60°C apres elect rophorese en gel de polyacrylamide 
denaturant. Les mutants 8, 9 et 10 produisent CS31A en 
quantite comparable a la souche temoin hebergeant pPSX83 
5 + pDSPH 524. Le mutant 7 en produit legerement moins . 

La figure 33 est une photographie d'un 
"Western blot" realise a partir d'extraits a 60°C 
concentres 10 fois et de l'anticorps polyclonal anti- 
CS31A; en 1 : pPSX 83 + pDSPH 524 ; en 2 : mutant 9 + 
10 pDSPH 524 ; en 3 : mutant 8 + pDSPH 524 ; en 4 : mutant 

7-f pDSPH 524 . 

a) Introduction des epitopes et expression 
fles prolines recpmfrinantes . 

15 

- Pans le mutant 9 : 

Cinq ADN synthetiques dont 2 codant pour 
1' epitope C du GET, un pour 1' Epitope A du GET, un pour 
1* epitope du rotavirus et le dernier pour 1 \epitope 
20 polio, et ayant des extremites cohesives Spel et Bglll 

(figure 27) , ont remplace le fragment Spel/Bglll du 
mutant 9, generant respectivement les plasmides PGG103, 
pGP105, pGA102, pR104 et pPlOl (figure 34b) . 

Dans la figure 34 on a indique la synthese 
25 (+) ou non (-) de la proteine, la production (+) ou non 

(-) de la capsule CS31A. 

En Western blot ou • en dot-blot, les sous- 
unites recombinantes- CS31A/epitope sont tres bien 
reconnues par les polyclonaux anti-CS31A quoique plus 
30 faiblement pour pGA102 et pR104. De plus, la sous-unite 

hybride codee par pGA102 a un poids moleculaire plus 
faible que la sous-unite sauvage. La figure 35 est une 
photographie d'un "Western blot" realise a partir 
d'extraits concentres 10 fois de bacteries hebergeant 



WO 94/14967 



PCT/FR93/01281 



55 

certaines constructions realis£es dans la region V3 et 
d'un antiserum polyclonal anti-CS31A. 

Les bacteries enti£res h§bergant pGG103 ou 
pGP105+ pDSPH 524 sont reconnues par un anticorps 
5 monoclonal dirig£ contre 1' epitope C du GET . 

- Dans l£ mutant 9 : 

Trois ADN synthetiques, codant l'un pour 
1' Epitope polio, le second pour 1' Epitope C du GET, et 

10 le troisi^me pour 1' epitope FMDV, et ayant des 

extr£mit£s compatibles Hpal et Spel (figure 27), a 
remplac£ le fragment de restriction Hpal/Spel du mutant 
8, generant respectivement les plasmides pP688, pGP684 
et pF681 (figure 34a) . 

15 Les bacteries hebergeant pP688 + pDSPH 524 

ou pF 681 + pDSPH 52 4 sont tr£s faiblement reconnues par 
les anticorps polyclonaux CS31A. En Western blot, les 
sous-unit§s recombinantes sont egalement reconnues de 
fagon plus faible que la sous unite temoin. Par contre 

20 les bacteries hebergeant pGP684 + pDSPH524 sont 

fortement reconnues par les anticorps polyclonaux anti- 
CS31A et par 1' anticorps monoclonal dirig£ contre 
1' epitope C du GET. 

25 - Dang le mutant 10 : 

Un ADN synth&tique de sequence : 
Xhol 



CT AGC GAC TCG AGC TTC TTT TCG TAC GGT GAG ATT CCT AGT 
30 TSDSSFFSYGEIPS 

codant pour 1« Epitope C du GET (SDSSFFSYGEIP) 

et ayant des extr£mit£s compatibles Spel a ete insere 

dans le site Spel du mutant 10, generant le plasmide 

pGC326. Cet ADN synth§tique comporte un site unique Xhol 

35 du cot6 5 1 . En Western immunoblott ing la sous-unit6 

recombinante exprim^e par les bacteries hebergeant 
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pGC326 + pDSPH524 est fortement reconnue par les 
anticorps polyclonaux anti-CS31A et par l 1 anticorps 
monoclonal anti-epitope C du GET. La sous-unite hybride 
codee par pGC326 a un poids moleculaire plus eleve que 
5 la sous-unite sauvage en raison de 1 'addition des douze 

acides amines de 1 1 epitope C. 

b) Conclusions pour La region v3. 
Les resultats obtenus concordent bien avec 
10 les etudes immunostructurales . Cette region apparait 

comme tres permissive : 5 epitopes differents ont ete 
introduits dans 2 sites differents de la region V3, 
conduisant dans tous les les cas a la production de 
CS31A, quoique de fagon plus faible dans le mutant 8 
15 pour les epitopes polio et FMDV et dans le mutant 9 pour 

1' epitope A du GET et 1' epitope du rotavirus. 

De plus cette region est situee -a 
1'exterieur de la molecule puisque les epitopes C du GET 
sont reconnus sur les bacteries recombinantes par les 
20 anticorps monoclonaux correspondant s . Cette region tres 

tolerante apparait done comme une region de choix pour 
1' insertion de polypeptides etrangers devant etre 
present^s a 1'exterieur de la molecule. L 1 introduction 
de sequences 6trangeres peut done etre realisee soit par 
25 substitution, a partir des mutants 7, 8 et 9, soit par 

insertion additionnelle a partir du mutant 10. 

3) Manipulation dang la region E>- 
A partir des mutants 7, 8 et 9 (figure 32) 
30 des substitutions ont ete realisees entre la region V3 

(delimitee dans la figure 9 par les acides amines situes 
aux positions 186 et 221) et l'acide amine C-terminale 
(represents dans la figure 9 par l'asparagine situe en 
position 257) de la sous unite ClpG. 
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a) D ang JLe mutant 7 . 

L'ADN correspondant au plasmicie recombinant 
du mutant 7, qui contient un site unique Spel dans la 
region V3 (figure 32) et un site unique Xbal dans le 

5 polylinker du vecteur pSelectl, a 6t6 restreint par Spel 

et Xbal. Du fait de la compatibility des extremites 
g6n£r£es par Spel et Xbal, le plasmide ainsi restreint a 
pu etre recircularis£ par la T4 DNA ligase pour donner 
le plasmide pDSX28. Cette operation a permis d'eliminer 

0 les 59 derniers acides amines C-terminaux de la sous- 

unit£ ClpG situes dans la figure 9 entre les acides 
amines aux positions 198 et 257, et de fusionner a la 
proteine ClpG une sequence etrangere de 100 acides 
amines codes par une partie de l'ADN du vecteur en phase 

5 avec le reste du gene clpG non modifi£. 

Les resultats obtenus en Western 
immunoblotting avec les anticorps polyclonaux anti-CS31A 
indiquent que les bacteries h£bergeant les plasmides 
pDSPH524 + pDSX28 expriment toujours, bien que 

0 faiblement, la capsule CS31A. 



b) Dans le mutant 8 . 

L'ADN correspondant au plasmide recombinant 
du mutant 8, qui contient un site unique Hpal dans la 
region V3 (figure 32) et un site unique' Smal dans le 
polylinker du vecteur pSelectl, a ete restreint par Hpal 
et Smal. En raison des extr6mit£s f ranches gen6rees par 
Hpal et Smal, le plasmide ainsi restreint a pu etre 
recircularis6 par la T4 DNA ligase pour donner le 
plasmide pDHS68. Cette manipulation a abouti a 
1 1 elimination des 67 derniers acides amines C-terminaux 
de la sous-unite ClpG stues dans la figure 9 entre les 
acides amines aux positions 199 et 257, et a 
1 1 introduction par fusion g£netique d'une sequence 
Etrangere de 84 acides amines codes par une partie de 
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1 1 ADN du vecteur en phase avec le reste du gene clpG non 
modif ie . 

Les resultats obtenus en Western 
immunoblotting avec les anticorps polyclonaux anti-CS31A 
5 indiquent que les bacteries hebergeant les plasmides 

pDSPH524 + pDHS68 expriment toujours, bien que 
faiblement, le CS31A. 

c) Dans le mutant 9 - 

10 L 1 ADN correspondant au plasmide recombinant 

du mutant 9, qui contient un site unique Bglll dans la 
region V3 (figure 32) et un site unique BamHI dans le 
polylinker du vecteur pSelect, a ete restreint par Bglll 
et BamHI. En raison de la compat ibilite des extremites 

15 cohesives generees par Bglll et BamHI, le plasmide ainsi 

restreint a pu etre recircularise par la T4 DNA ligase 
pour donner le plasmide pDBBlO. Cette recireularisat ion 
a eu pour effet d'eliminer les 41 derniers acides amines 
C-terminaux de la sous-unite ClpG situes dans la figure 

20 9 entre les acides amines aux positions 216 et 257, et 

d'introduire par fusion genetique une sequence etrangere 
de 84 acides amines codes par une partie de 1 1 ADN du 
vecteur en phase avec le reste du gene clpG non modifie. 

Les resultats obtenus en Western 

25 immunoblotting avec les anticorps polyclonaux anti-CS31A 

indiquent une tres bonne reactivite des bacteries 
hebergeant les plasmides pDSPH524 + pDBBlO. 

II - Apres mutaaenese insert ionnel le au 

30 ftasard. 

1) Principe . 

Le precede de mutagenese insert ionnelle au 
hasard qui a permi s de detecter les regions permissives 
35 dans la proteine ClpG, a ete mis a profit pour 
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1' insertion de 1' epitope C ciu virus de la gastroenterite 
transmissible (GET) du pore. Cet Epitope continu est un 
site antigenique majeur de la glycoproteine externe E2 
qui est le meilleur candidat comme antigene protecteur 
5 potentiel, puisqu' il est capable d' induire des anticorps 

neutralisants et de stimuler l'immunite a mediation 
cellulaire . 

Un oligonucleotide de synthese correspondant 
& la sequence nucleot idique codant pour 1' epitope C est 

10 insere dans le site EcoRI qui a ete prealablement place 

dans les sites permissifs du gene clpG par insertion au 
hasard d'un linker EcoRI. Les clones mutes dans le gene 
clpG ayant incorpore 1 ' oligonucleotide sont analyses par 
immunoblot ting a l'aide d'un anticorps polyclonal 

15 specif ique de la proteine ClpG et d'un anticorps 

monoclonal specif ique de 1' epitope C du coronavirus GET. 

2) M Sthc-de . 

20 a) Insertion de 1' epitope C du vi rus GE T. 

Un oligonucleotide double brin non 
phosphoryle codant pour 1' epitope C du GET (acides 
. amines 361-372), de sequence : SDSSFFSYGEIP, et 
comportant un site EcoRI aux extremites 5' et 3', a ete 
25 synthetise. Cet oligonucleotide contient un site de 

restriction BspEI (BspMII, AccIII, Kpn 21, Mrol) 
(5'- TCC GGA-3 ' ) qui facilite la selection des 
recombinants possedant 1' epitope C. 

Les sequences oligonuclet idique et 
30 pept idique correspondant a 1' epitope C introduit dans le 

linker EcoRI sont indiquees figure 36. 

Le choix des codons est base sur la 
frequence des codons pref erent iellement utilises dans le 
gene clpG. L' oligonucleotide double brin non-phosphoryle 
35 en 5' a ete mis en presence de la T4 DNA ligase et d'un 
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melange d'ADN de pDEV41155 pr£alablement linearise par 
EcoRI dont le site est present dans differentes regions 
permissives du gene clpG. Apres transformation des 
E . coli DH5cc, le melange de transformation a ete mis 
5 directement en culture dans du LB liquide avec de 

1' ampicilline . L'ADN plasmidique total extrait a partir 
de cette culture a ete restreint par BspEI. Un melange 
d'ADN lineaire est r^cupere et purifie a partir d' un gel 
d' agarose . Cette etape a permis d' isoler uniquement 

10 l'ADN plasmidique ayant ins£r6 1' oligonucleotide 

correspondant a 1' Epitope C. Cet ADN est recircularise 
par ligation et transfere dans la souche E . coli DH5cc 
hebergeant le plasmide pDSPH524 afin de tester par 
complementation intergenique la presence de 1' epitope C 

15 dans les polymeres de surface CS31A. 

b) Tmmunoreactivite des prolines hvbrides 
CApG-gpitope- C. 

Au total 1000 clones ayant incorpore 

20 1' epitope C du GET ont ete obtenus et analyses pour la 

production des polymeres de surface CS31A et pour 
I 7 antigenicity de 1' epitope C. Les clones synthetisant 
la proteine CS31A a la surface des bacteries mutantes 
ont ete detectes par un test d' immunodetection In situ 

25 sur colonies en utilisant un serum anti-CS31A natif. 

Ainsi, 492 clones mutants (49%) se sont r£v§les positifs 
pour la production de CS31A, suggerant que les proteines 
hybrides, ClpG-epitope C, sont integrees dans la 
structure finale de CS31A. Pour examiner 1 ' antigenicity 

30 de 1' Epitope C, ces 492 clones CS31A+ ont ete testes par 

immunoblotting In situ sur colonies avec les anticorps 
monoclonaux Mab 3b. 5 specifiques de 1' Epitope C du virus 
GET (Delmas, B. et al . 1990 J. Gen. Viro. 71: 1313). 

La figure 37 indique 1 1 immunor£act ivite des 

35 proteines ClpG modifiees : 
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- En A : Immunoreact i vite avec l'anticorps 
monoclonal Mab 3b. 5 ant i -epitope C ciu GET (Delmas, B. et 
al. 1990 J. Gen. Viro. 71: 1313) par immunoblotting In 
situ sur colonies. 
5 - En B : Western blotting avec un serum 

anti-ClpG (a) et avec l'anticorps monoclonal Mab 3b . 5 
<b) des proteines ClpG modifiees (canaux 1-4 et 6-10) et 
non modifiees (canal 5) en conditions denaturantes . 

La figure 37A montre que seulement 11 

10 colonies (2 %) reagissent avec l'anticorps Mab 3b. 5. 

L' immunoreact i vite de ces proteines hybrides avec 
l'anticorps Mab 3b. 5 et avec les anticorps polyclonaux 
anti-CS31A natif est confirmee par Western blotting en 
conditions denaturantes (figure 37B) et non 

15 denaturantes. En conditions denaturantes (SDS-PAGE, 

100°C/ 5mn) tous les 11 clones' (seulement 9 sont montres 
dans la figure 37B) reagissent avec les deux types 
d' anticorps et presentent une plus faible migration 
electrophoretique que la proteine ClpG sauvage, due a la 

20 presence des 16 acides amines suppl ement a i res 

correspondant a l'epitope C. En conditions non 
denaturantes (PAGE sans SDS et sans chauffage a 100°C 
' pendant 5 mn) les profiis e lect rophoret iques montrent 
une structure oligomerique des proteines ClpG hybrides, 

25 semblable a la proteine ClpG sauvage. 

c) Localis ation de 1 ' epitope £ dans La 

proteine ClpQ h ybride . 

La localisation de l'epitope C dans la 
30 proteine ClpG hybride est determinee par sequengage. Les 

resultats indiquent que chez les 11 clones mutants 
l'epitope C est: insere exactement entre le peptide 
signal et le peptide mature de la pre-proteine ClpG. 

La figure 38 represente la sequence de 
35 1 1 oligonucleotide codant pour l'epitope C du GET 
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introduit entre le peptide signal et la proteine mature 
de la preproteine ClpG. 

L 1 analyse par sequengage de 1 ' ADN 
plasmidique de quelques clones mutants exprimant le 
5 CS31A mais pas 1' epitope C du GET, indique que 1 1 ADN 

synthetique codant pour cet epitope a ete insere dans 
une mauvaise orientation £ 1 * interieur meme de la 
sequence signal de clpG situe dans la figure 9 entre les 
acides amines aux positions -21 et + 1 de CS31A (figure 
10 14) „ Quatre insertions de sequences heterologues ont ete 

obtenues (les sequences heterologues addit ionnelles sont 
soulignees) : 

- La premiere entre les acides amines situes 
aux positions -13 et -12 de la figure 9 : 

15 -21 -13 -12 

MKKTLIALA GIPEFHHRKRKNYHOI PALA VAVSAV 

- La deuxieme entre les acides amines situes 
aux positions -7 et +8 de la figure 9 : 

-21 -7 +8 

20 MKKTL I ALA VAVSAV PE F RNFTI GK E R T I T EF R GSFDM 

- La troisieme entre les acides amines 

situes aux positions -6 et +1 de la figure 9 : 

-21 -1 +i 

MKKTLIALAVAVSAVSGAAAHA EFRNFTIGKERTI TEFRA W 

25 - La quatrieme entre ies acides amines 

situes aux positions -6 et -1 de la figure 9 .: 

-21 -6 -i 

MKKTLIALAVAVSAVS RNSGISPOEKKELSLNSG AW 

La phase de lecture ayant ete respectee on 

30 cornprend la raison pour laquelle la capsule CS31A, & 

1 1 inverse de 1' epitope C, est tou jours exprimee. Cela 

montre que la sequence signal de ClpG peut etre une 

region permissive et qu'il peut exister plusieurs sites 

de coupure par la signal peptidase & l 1 interieur de la 

35 sequence signal de ClpG. 
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Ce travail demontre qu' il est: possible 
d' inserer un peptide heterologue de 20 acides amines 
aussi bien dans la preproteine ClpG que dans la proteine 
mature sans pertuber la biogenese de CS31A et de telle 
5 maniere qu' il soit antigenique chez la proteine native. 

Ill - insertion diriaee de 1' epitope C du 
virus GET entr e le peptide signal et le peptide mature 

de la pr^-prpt^ine ClpG . 

10 Un oligonucleotide (42 mer) double brin non- 

phosphoryle codant pour 1' epitope C de 9 acides amines 
(SSFFSYGEI) et comportant le site SphI (5' -GCATGC-3 ' ) a 
chacune de ses extremites a ete synthetise. Cet 
oligonucleotide contient les sites de restriction PstI, 

15 Xhol et Nsil. L' insertion de 1' oligonucleotide de 

synthese dans le site unique SphI du plasmide 
recombinant pDEV41155 (figure 12) est montree par la 
figure 39. Le plasmide recombinant resultant de cette 
insertion est appele pGISA. La figure 39 represerite le 

20 schema d 1 insertion de 1* epitope C du GET entre le 

peptide signal et la proteine mature de la preproteine 
ClpG. La sequence en caractere gras designe la sequence 
de 1 1 oligonucleotide de synthese qui a ete inseree dans 
le gene clpG. La sequence en acides amines correspondant 

25 a 1' epitope C du GET est encadree. La sequence des 14 

acides amines marques en caracteres gras correspond au 
peptide qui a ete ajoute dans la sequence peptidique de 
la proteine ClpG mature. 

Le site SphI dans le gene clpG est localise 

30 £ 7 pb en amont du codon TGG qui correspond au premier 

acide amine (Tryptophane :W) de la proteine ClpG mature. 
Le site de coupure initial (AHA/WT) de la signal 
peptidase a ete modifie et optimise (AHA/AD) . Le 
resultat final de 1' insertion conduit a 1' addition de 14 

35 acides amines ( AD SSFFS YGE IMHA ) dans la sequence 
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peptidique die la proteine ClpG mature entre la position 
-1 et +1 de la sequence peptidique initiale. 

Aprds clonage de 1 ' ol igonucleot ide de 
synthase dans le site SphI du g&ne clpG et tranf ormation 
5 de la souche E. coli DH5oc, les clones hybrides ont ete 

testes par immunoblott ing avec un serum anti-CS31A natif 
et l'anticorps monoclonal Mab 3b . 5 specif ique de 
1' epitope C. 

Deux techniques immunologique s ont 6t6 
10 utilis£es : 1' immunodetection in situ des proteines 

hybrides natives sur colonies et 1 ' immunodetection des 
proteines hybrides d^naturees sur Western blots. 

Dans les deux cas, les resultats indiquent 
une immunoreact ivit«§ des proteines hybrides, ClpG- 
15 epitope C, avec les deux types d'anticorps. Ceci 

d£montre que les proteines ClpG hybrides sont 
normalement exportees et polymerisees pour constituer le 
CS31A et que 1' epitope C est expose a la surface de 
celui-ci . 

20 

iv - Coinsertion d'epitope ? viraux dang la 
pr oline ClpG . 

1) Coingertion des epitp p e s h et C du, vjrug 

25 SET. 

a) Entre le peptide signal et le peptide 

mature de \a pr£-pyot£ine ClpG. • 

a.l) Un oligonucleotide (36 mer) double brin 
non phosphoryl6 de sequence : 

30 (5* - TCG ATG AAG AGA TCT GGC TAT GGT CAG CCT ATT GCG - 3' 

3 ' - AC TTC TCT AGA CCG ATA CCA GTC GGA TAA CGC AGC T - 5 1 ) 

codant pour l'epitope A de 12 acides amines 
(SMKRSGYGQPIA) et comporcant un site compatible avec 
Xhol (5'-CTC GAG -3 1 ) a chacune de ses extr£mit£s a &te 
35 synthetise. Cet oligonucleotide qui contient le site de 
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restriction Bglll ( 5 T —AG A TCT-3 1 ) a ete insere dans le 

site unique Xhol du plasmide recombinant pGISA (Chapitre 

H paragraphe III et figure 39) . Le site Xhol est situe 

immediatement en amont de la sequence codant pour 

1' epitope TGEV C. Ainsi la coinsertion des epitopes A et 

C du virus GET entre le peptide signal et le peptide 

mature de la pre-proteine ClpG correspond finalement a 

une sequence heterologue addit ionnelle de 26 acides 

amines par rapport a la proteine ClpG originelle : 

-1 +1 
A H A A D SM KRSGYGQPIASS FFS YGEIMH AW-ClpG 

i Epitope TGEV A iLEpicope TGEV cJ 

1 + 26 acidcs amines 1 



L 1 ensemble du gene clpG modifie comportant a 
la fois la sequence codant pour 1 * epitope A et celle 
codant pour l 1 epitope C du virus GET a ete replace par 
clonage moleculaire dans son operon d'origine qui avait 
15 6te prealablement clone dans le plasmide pHSG575 

(Martin C. et al . , 1991). La construction finale a 
conduit a I'obtention du plasmide pGAC524 . 
L 1 immunodetection In situ des proteines modifiees 
natives sur colonies et 1 ' immunodetection des proteines 
20 hybrides denaturees sur Western blots avec un serum 

anti-CS31A natif (figure 40) et des anticorps 
monoclonaux anti-sites C et A du GET a demontre que les 
proteines trihybrides, epitope TGEV A-epitope TGEV 
ClpG, etaient encore immunoreactives . Ceci indique que 
25 la proteine ClpG trihybride etait exprimee, exportee et 

polymerisee pour constituer la capsule CS31A. 

a. 2) Une autre construction analogue a 
celle-ci a ete realisee, mais differente quant a 
1 ' agencement des epitopes A et C du virus GET en amont 
du gene clpG. Dans ce cas l 1 epitope A a ete insere non 
pas avant le site C, mais apres celui-ci entre le 
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peptide signal et le peptide mature de la pre-proteine 
ClpG : 

Un oligonucleotide (36 mer) double brin non 
phosphoryle de sequence : 

5 (5 1 - G AAA AGA TCT GGT TAT GGA CAG CCG ATT GCA GTG CA - 3 ' 

3 1 - AC GTC TTT TCT AGA CCA ATA CCT GTC GGC TAA CGT C - 5 1 ) 

codant pour l"6pitope A de 12 acides amines 
(KRSGYGQPIAVH) et comportant un site compatible avec le 
site Nsil (5'-ATG CAT-3 ' ) a chacune de ses extremites a 

10 6t6 synthetis6. Cet oligonucleotide contenant le site 

Bglll (5 '-AGA TCT--3 1 ) a 6t§ insure dans le site unique 
Nsil du plasmide recombinant pGISA (Chapitre H 
paragraphs III et figure 33). Le site Nsil esc situe 
imm£diatement en aval de la sequence codant pour 

15 l 1 Epitope TGEV C. La coinsertion des Epitopes A et C du 

virus GET entre le peptide signal et le peptide mature 

de la pr£-prot6ihe ClpG correspond a une sequence 

h6t£rologue addi t ionne 1 le de 26 acides amines, par 

rapport a la proteine ClpG originelle : 

-1 +1 

A H A A D S SFFSYGEIM Q K RSGYGQP I A.V H A ,W-ClpG 

I— Epitope T GEV C 1 ' Epitope TGEV A ' 

2 o * + 26 acides amines 



La construction finale a conduit a 
I'obtention du plasmide pGCA41155. L 1 immunodetection des 
prot^ines hybrides denaturees sur Western blots avec un 

25" serum anti-C53I"A natif (figure 40) et des anticorps 

monoclonaux anti-sites C et A du GET a d^montre que les 
proteines trihybrides, epitope TGEV C-£pitope TGEV A- 
ClpG/ £taient tr£s immunoreact ives . Ceci indique que la 
proteine ClpG trihybride etait exprimee, export^e et 

30 polymerisee pour former le CS31A. Cependant le niveau 

d 1 expression de ClpG lvalue par Western blot avec ces 
trois types d' anticorps semble plus faible dans le cas 
du trihybride, NK2-6pitope TGEV A-epitope TGEV C-ClpG- 



WO 94/14967 



PCT/FR93/01281 



67 

COOH, comparativement au trihybride' NH2-epitope TGEV C- 
epitope TGEV A-ClpG-COOH. 

Cette difference peut provenir du type 
d'agencement des epitopes A et C dans la proteine ClpG 
5 qui conduit k une conformation plus ou moins 

contraignante de l 1 ensemble de la sequence heterologue 
susceptible d'affecter une des etapes impliquees dans la 
biogenese de CS31A. Elle peut aussi decouler du systeme 
de complementation utilise pour l 1 etude de 1' expression 
10 de CS31A dans chacune de ces constructions (Trans ou Cis 

complementation) . 

b) Pans 3.3 region V3 ■ 

b.l) Un oligonucleotide de 36 mer double 
15 brin non phosphoryle de sequence : 

(5 1 - CTA GCG ACT CGA GCT TCT TTT CGT ACG GTG AGA TTC - 3' 

3' - GC TGA GCT CGA AGA AAA GCA TGC CAC TCT AAG GAT C - 5*) 

codant pour 1 'epitope C de 12 acides amines 
(SDSSFFSYGEIP) et comportant un site compatible avec le 

20 site Spel (5 '-ACT AGT - 3 1 ) a ete synthetise. Cet 

oligonucleotide qui contient les sites de restriction 
Xhol (S'-CTC GAG -3 1 ) et SplI (5' -CGT ACG-3 ' ) a ete 
insere dans le site unique Spel du plasmide pGA102 
(Figure 34) comportant la sequence codant pour 1' epitope 

25 A du virus GET (Figure 27) . Dans la construction finale 

l'epitope TGEV C a done ete place immediatement en amont 
de- l 1 epitope- TGEV A. Le- plasmide resultant de- la- 
coinsertion de ces deux epitope est le pGCA 102 : 

NH2 -C IpG -NKT SD S SFF S YGE LP SjMKRSG YGQP I ApDL -* C lpG - COOH 

30 TGEV C TGEV A 

Les proteines ClpG hybrides ont ete testees 
par immunoblott ing avec un serum anti-CS31A natif 
(figure 40) , un anticorps monoclonal anti-site A du GET 
et 1* anticorps Mab 3b5 specif ique de 1' epitope C. Deux 
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techniques immunologiques ont ete utilis£es, 
1' immunodetection In situ des proteines hybrides natives 
sur colonies, et 1 ' immunodetection des proteines 
hybrides d£natur£es sur Western blots (Figure 40) . 
5 Les r£sultats indiquent une tres bonne 

immunoreactivite du trihybride NH2-ClpG-epit ope TGEV C- 
£pitope TGEV A-ClpG-COOH, avec les trois anticorps. 

Cependant, les resultats obtenus sur Western 
blots avec des anticorps polyclonaux anti-CS31A 

10 indiquent qu 1 une sous-population de ce trihybride est 

tronquee au niveau de 1' epitope TGEV A. En effet, deux 
bandes ont et£ visualisees sur Western blots; une ba.nd.e 
superieure dominante correspondant au trihybride complet 
et une bande inferieure faible correspondant seulement a 

15 la partie proteique de ClpG situ£e en amont de 1' epitope 

TGEV A. 

b.2) Un oligonucleotide (36mer) double brin 
non phosphoryle de sequence : 

(5* - TCG ATG AAG AGA TCT GGC TAT GGT CAG CCT ATT GCG - 3« 
20 3 1 - AC TTC TCT AGA CCG ATA CCA GTC GGA TA CGC AGC T - 5 ' ) 

codant pour 1 'epitope A du GET de 12 acides amines 
( SMKRSGYGQPIA) et comportant un site compatible avec 

Xhol (5'-CTC GAG- 3 1 ) a chacune de ses extr£mit6s a ete 

synth£tise. Cet oligonucleotide qui contient le site 
25 unique Bglll (5' -AGA TCT- 3') a 6tG ins£r£ dans le site 

unique Xhol du plasmide recombinant pGC326, situ§ en 

amont de la sequence codant pour 1' Epitope TGEV C 
(chapitre H, paragraphe I) . La coins.ertion des epitopes 

A et C du GET correspond a une sequence heterologue 
30 additionnelle de 24 acides amines par rapport a la 

prot^ine ClpG originelle : 
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SDS. MKRSGYGQP IASFFSYGEIP 

I Epitope 'I Epitope 1 

TGEV A TGEV C 
+ 24 acides amines 



La construction finale a conduit & 
l ! obtention du plasmide pGAC326. L 1 immunodetection des 
proteines trihybrides denaturees sur Western blots avec 
5 un serum anti-CS31A natif et des anticorps anti-TGEV A 

et anti-TGEV C montre que le CS31A est exprime par les 
bacteries hebergeant les plasmides pDSPH524 + pGAC326. 
Cependant, une large population de proteines trihybrides 
semble etre tronquee au niveau de 1' epitope A. Trois 

10 bandes ont ete visualisees sur Western blots avec le 

polyclonal anti-CS31A; une bande superieure mineure 
correspondant au trihybride complet, une large bande 
intermediaire correspondant a la partie proteique situee 
en amont de 1' epitope TGEV A et une bande inferieure 

15 faible correspondant a la partie proteique de ClpG 

situee en aval de I 1 epitope TGEV A. 

2) Coinsertion de 1' epitope TGEV C et de 
X ; epitope C3 du VP1 du virus de la polio type 1. 

20 A partir du plasmide pGISA (figure 39) et 

pPlOl figure 34) les sequences nucleotidiques codant 
pour 1' epitope TGEV C et 1' epitope C3 de VPl ont ete 
simultanement replacees par clonage moleculaire dans 
1 ' operon CS31A qui avait ete prealablement clone dans le 

25 plasmide pHSG575 (Martin et al., 1991). La construction 

finale conduit ^ l'obtention du plasmide pPOGHOll. Dans 
cette construction 1' epitope TGEV C est situe entre le 
peptide signal et le peptide mature de ClpG entre les 
acides amines -1 et +1 des figures 9 et 32, et l'epitope 

30 C3 du VPl dans la region V3 du ClpG entre les acides 

amines situes dans les figures 9 et 39 aux positions 202 
et 215. L ' etude de 1 ' expression de la proteine ClpG 
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comportant ci la fois 1' epitope TGEV C et 1' epitope C3 du 
VP1 a montre que la biogenese de CS31A etait detectable 
mais faible. En effet, les resultats obtenus en Western 
immunoblotting avec un serum anti-CS31A natif (Figure 
5 40) et avec l'anticorps monoclonal Mab 3b. 5 specifique 

de 1' epitope TGEV C indiquent une baisse du niveau 
d* expression du ClpG par rapport £ la proteine homologue 
non modifiee. 

10 . 3) Coinsertion des epitopes A et C du TGEV 

et de ^'epitope C3 tiu VP1 fle la polio type 1. 

Un oligonucleotide (36 mer) doule brin non 
phosphoryle de sequence : 

(5» - G AAA AGA TCT GGT TAT GGA CAG CCG ATT GCA GTG CA - 3 ' 
15 3 ' — AC GTC TTT TCT AGA CCA ATA CCT GTC GTC GGC TAA CGT C - 5') 

codant pour 1' epitope A de 12 acides amines 
(KRSGYGQPIAVH) et comportant un site compatible avec le 
site Nsil (5 1 -ATG CAT-3 1 ) £ chacune de ces extremites a 
ete synthetise. 

20 Cet oligonucleotide qui contient le site 

Bglll (5" -AGA TCT-3 ' ) a ete insere dans le site unique 
Nsil du plasmide recombinant pPOGHOll (chapitre H, 
paragraphe IV) . Ce plasmide contient la sequence 
nucleotidique codant pour 1' epitope C3 du VP1 situe dans 

25 la region V3 de ClpG (entre les acides amines situes aux 

positions 202 et 215 des figures 9 et 32) et celle 
codant pour 1.' epitope. .TGEV. C situ6. entre le peptide., 
signal et le peptide mature du ClpG (entre les acides 
amines situes aux positions -1 et +1 des figures 9 et 

30 32) . Le site Nsil est situe immediatement en aval de la 

sequence codant pour .1 1 epitope TGEV C. Le plasmide 
resultant de cette construction est le pPOGCA 101. Ainsi 
la coinsertion des epitopes TGEV C, TGEV A et de 
1' epitope C3-polio dans ClpG correspond & une sequence 
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h6t£rologue additionnelle de 26 acides amines par 
rapport £ la prot§ine ClpG originelle : 



NH2- 



-ClpG- |""TGEV C |- TGEV A C3 polio -ClpG-COOH 



r 



s 'dnpasttnkdk'g 



k. «i ' : ^ „ r. ~ : ' „ : j 



A A DSSFFSYGEIM Q K RSGYGQP IAVHAW 
-1 +1 

5 Les r^sultats obtenus en Western 

immunoblotting avec un s£rum anti-CS31A natif (figure 
40) et avec les anticorps monoclonaux anti-sites A ou C 
du GET indiquent une baisse importante du niveau 
d 1 expression du tetrahybride, NR2-CipG-TGEV C-TGEV A- 
10 C3 polio-ClpG, par rapport ci la prot£ine ClpG non 

modifi^e et meme par rapport a 1* ensemble des 
trihybrides obtenus . 

I ) CONCLUSION CONCERN ANT L ' INSERTION 

15 D'KPTTOPES VTRAI7X HANS 1,A PROTETNE CLPG. 

Parmi les 4 regions A, B, C et D permissives 
pour les insertions ou substitutions heterologues, le 
clonage d'ADN synth^tiques correspondant a differents 
20 epitopes viraux a 6t6 r<§alis6 dans les regions A, C et 

D. 

l) Pfln^ la region A. 

Des constructions par insertion ont e-te- - 
obtenues selon deux strategies differentes (insertions 

25 apres mutagenese au hasard ou insertions dirigees par 

clonage direct) . Dans les deux cas la sequence 
correspondant & 1' epitope C du virus GET a ete clonee en 
position N-terminale entre le peptide signal et la 
peptide mature de la pre-proteine ClpG (entre les acides 

30 amines situ£s dans la figure 9 aux positions -1 et +1) . 

Dans les deux cas, la proteine hybride, ClpG-epitope C 
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du virus GET, est produite en quantite importante et 
l 1 epitope est reconnu par I'anticorps monoclonal chez la 
proteine hybride sous sa forme native. 

Dans quelques cas, des sequences peptidiques 
heterologues de 5 a 20 acides amines ont ete introduites 
par insertion ou substitution apres mutagenese au hasard 
dans la preproteine ClpG entre les acides amines situes 
dans la figure 9 aux positions -13 et +8 sans perturber 
la biogenese de CS31A. 



2) Dans la region C. 

Cinq constructions differentes comportant la 
sequence cor respondant a 1' epitope C du virus GET 
(pGC32, pGC19, pGCl, pGCA et pGC44) et une sixieme 

15 construction (pFl) codant pour un epitope de la proteine 

VP1 du virus de la fievre aphteuse, ont ete obtenues par 
insertion ou substitution. Dans tous les cas, la 
biogenese de la proteine capsulaire hybride CS31A- 
epitope est affectee, les sous-unites proteiques n'etant 

20 plus exportees et polymerisees a la surface de la 

bacterie . 

3) Dans la region D. 

Dans cette region ont ete obtenues : 

25 a) Par substitution . 

- Trois constructions comportant la sequence 
correspondant a 1 ' epitope C du virus GET <pGG103, 
pGP105, pGP684), 2 constructions avec la sequence codant 
pour l'epitope C3 du virus polio <pP101 et pP688) , une 

30 construction avec la sequence de l'epitope A du GET 

(pGA102) et une avec la sequence de l'epitope du 
rotavirus bovin (pR104), et enfin une construction avec 
la sequence correspondant a un epitope de VP1 du virus 
de la fievre aphteuse (pF681) . Les plasmides pGG103, 

35 pGP105 et pGP684 permettent d'obtenir une bonne 
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expression des proteines hybrides, CS31A-epitope C du 
GET, & la surface de la bact§rie. Avec les 3 plasmides 
1' Epitope C du virus GET est reconnu par l'anticorps 
monoclonal dans la proteine hybride sous sa forme 
5 native. Avec les constructions codant pour les proteines 

hybrides CS31A-£pitope C3 du virus polio, le plasmide 
pPlOl permet une bonne expression de la proteine hybride 
mais elle est faible avec pP688. Avec la construction 
codant pour un Epitope de VP1 du virus de la fi£vre 
10 aphteuse (pF681) , 1 'expression de la proteine hybride 

est faible. Elle est proche de celle du temoin avec 
celles codant pour 1 1 epitope A du GET (pGA102) ou 
l'6pitope du rotavirus bovin (pR104). 

Trois constructions comportant une 
15 sequence h£t£rologue de 41 acides amines (plasmide 

pDBBlO) , de 84 acides amines (plasmide pDHS68) et de 100 
acides amines (plasmide pDSX68) . Ces trois diff£rentes 
sequences heterologues ont &te inserees dans la partie 
-COOH terminale de la proteine ClpG par substitution 
20 d'un fragment peptidique deliraite dans la figure 9 par 

les acides amines situes aux positions 190 et 257, et 
plus precisement : 

entre les acides amines situes aux 
positions 216 et 257 pour pDBBlO, 
25 . entre les acides amines situes aux 

positions 190 et 257 pour pDHS68, 

entre les acides amines situes aux 
positions 198 et 257 pour pDSX68. 

Parmi ces 3 constructions n'abolissant pas 
30 la biogen^se de CS31A, celle correspondant au plasmide 

pDBBlO permet une meilleure expression de ClpG. 



35 



b) Par insertion . 

Une construction comportant la sequence 
correspondant a l 1 epitope C du virus GET {plasmide 
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PGC326) entre les acides amines de ClpG situes dans la 
figure 9 aux positions 203 et 204. La proteine hybride 
ClpG-epitope C, qui est fortement reconnue par les 
anticorps polyclonaux anti-CS31A et l'anticorps 
monoclonal Mab 3b. 5 anti-6pitope C, est largement 
exprim^e a la surface des bact^ries hebergeant les 
plasmides pDSPH524 et pGC326. 

Enfin plusieurs sequences heterologues 
correspondant soit a deux epitopes diff brents d ' un meme 
virus (epitope TGEV A et TGEV C) , soit a deux epitopes 
differents d'un meme virus (TGEV A + TGEV C) plus un 
epitope d'un autre virus (Epitope C3 de VP1 du virus 
polio type 1) ont £t£ coinserees avec succes dans la 
meme proteine ClpG sans perturber la biog£nese de CS31A. 
15 Les trihybrides, TGEV A-TGEV C-ClpG, ont ete obtenus en 

coins6rant les epitopes TGEV A et TGEV C soit en 
position N-terminale (region A) , soit dans la region V3 
de ClpG (region D) . Un t et rapept ide , TGEV A- TGEV C-C3 
polio-ClpG, a £t£ obtenu en coins^rant les epitopes TGEV 
20 A et TGEV c en position N-terminale et 1« epitope C3 

polio dans la region V3. Toutes les prolines 
trihybrides sont reconnues a la fois par les anticorps 
monoclonaux anti-TGEV A et anti-TGEV C et par 
l'anticorps polyclonal anti-ClpG. Par contre le 
25 tetrahybride est reconnu fortement par l'anticorps 

polyclonal anti-ClpG, faiblement par l'anticorps 
monoclonal anti-TGEV C mais pas par l'anticorps anti- 
TGEV A. 
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J > IMMUNOGRNTCITF. nr.s p rqtf.tmp.^ hyrrth^ 
MSSUWF PAR LA PROOnrTTON D'aNTTrn B p s htrt^ contrf. T .g 
PRQTBTNF, CS31A KT LES PRPTTn es fi on a Dt 7 vtpiw ™, 
LE? PARTTCm.KS VIRAT.KS. ArTTVTTF. S R R A MR , ffRAT , TSaMT pT?g 

5 SERUMS . 

Des lots de cinq souris Swiss de lignees 0F1 
non consanguines ont ete immunisees avec des bacteries 
recombinantes purifiees sous ■ leur forme native ou 
10 denaturee. 

1 ~ P - rotoc Q J..e q d'i-mmn-nisfttion el mzsU£ & >** 
J. ' act i vita des anticorp* serjaiiP . 



15 



20 



25 



30 



35 



X) ^nPCTlarion intraperitoneal,* ^ h.rr^H^ 
recomhinantPs . 

JO : 6 x 108 bacteries dans 0,3 ml d 1 un 
melange a parties egales d « eau physiologique (phy) et 
d' adjuvant incomplet de Freund (AIF) : lot A. 

J22 : 2 x 108 bacteries dans 0,1 ml du 
melange phy/AIF. 

J36 : 2 x 108 bacteries dans 0,1 ml du 
melange phy/A.IF. 

Ce meme protocole d ' immunisation a ete 
egalement utilise en inculant 0,3 ml de bacteries sans 
AIF : lot B. 

xecomhinantes PiirifiPP. 

a) Sous forme denaturee : lot C. Les 
proteines en solution aqueuse sont inoculees par voie 
intraperitoneal sous un volume de 0,3 ml contenant pour 
moitie. de 1 • adjuvant incomplet de Freund. 

JO •• 20 ng de proteines. 

J22 : 2 0 (jg de proteines. 
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J36 : 20 pg de proteines. 

b) Sous forme native : lot D. Le protocole 
est identique raais la proteine sous forme native en 
solution aqueuse est associee a un gel d'hydroxyde 
d'alumine. La concentration finaled'Al (OH) 3 est de 30 % 
et les souris recoivent 0,3 ml par voie 
intraperitoneal . 

L'effet memoire des hyperimmunisat ions 
realisees avec les bacteries entieres ou les proteines 
purifiees a ete mesure apres un rappel effectue a 
environ J150 sous forme d'une inoculation 
intraperitoneal- de bacteries recombxnantes (0,2 ml 
contenant 4 x l 0 8 bacteries dans le melange au demi 
phy/AIF) pour les lots A et B, de proteines 
recombinantes (7 Ug de proteines dans 0,1 ml d'un 
melange au demi eau/AIF dans le cas des proteines sous 
forme denaturee pour le lot C, ou d'une suspension 
aqueuse contenant environ 108 PFU/ml du virus GET souche 
Purdue dans 0,3 ml, pour les souris du lot D ayant ete 
immunisees avec la proteine recombinante sous forme 
native . 

3 > Mesure ries tit-r^c ant-i,-n T o 
Pour chaque souris du sang a ete preieve a 
JO, J21, J35 et Ji5 0 ainsi- que 10 jours apres le 
deuxieme rappel.. soit a . J 45 - .(apres- 1 • hyp^rimmunisation) 
et 6 jours apr^s le rappel a Ji 50 pour mesurer l'effet 
memoire . 

Les igG dirigees centre la proteine CS31A, 
les peptides C et A du virus GET et aussi centre les 
particules virales GET ont ete mesurees pa- une 
technique ELISA indirecte. Dans les puits des plaques 
ELISA sensibilises avec la proteine CS31A purifiee, on 
distribue des dilutions au demi du serum des souris 



WO 94/14967 



PCT/FR93/01281 



77 



10 



Apres incubation puis lavage, on fait reagir des anti- 
IgG de souris marquees a la peroxydase. Apres incubation 
et lavage, les IgG sont revelees par H 2 0 2 en presence de 
2-2 '-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acide) 
denomme ABTS . On lit 1 ' intensite de la coloration a 
.405 ran, Le titre en anticorps est defini en considerant 
la dilution de serum donnant une DO egale a 0,3. 

Le titre des anticorps diriges contre le 
peptide heterologue introduit dans CS31A sont mesures 
selon cette meme methode, mais en sensibi 1 isant les 
plaqus ELISA soit avec un peptide synthetique, soit avec 
les particules virales du GET . Les peptides synthetiques 
correspondant aux epitopes C et A du virus GET ont pour 
composition respective : TVSDSSFFSYGEIPF et 
15 SMKRSGYGQPIAG. 

4) Activlte seronputral i ^ n t-.s rlgvg c^>- r r n o 
L' activity seroneutralisante anti-virus GET 
a ete mesuree selon la technique decrite par Laude et 
20 al - < 19 86, J. Gen. Microbiol., 67, 119-130). Des 

dilutions au demi ou au tiers de 1 'antiserum sont 
melangees avec une suspension virale contenant 500 PFU 
de la souche TGEV Purdue-115. Apres 1 heure d' incubation 
a 37° Celsius, 4 x 10 4 cellules de la lignee ST sont 
25 ajoutees. Le titre de neutralisation est lu 40 heures 

Plus tard. un serum de reference est inclus pour chaque 
experimentation. Le titre est exprime par 1 'inverse de 
la dilution de serum protegeant le tapis cellulaire de 
I'effet cytopathog£ne du virus. 



30 



II - Result.ar p 



• Les differents constructions decrites 
precedemment correspondent pour la plupart a des 
sequences peptidiques virales qui ont ete introduits 
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dans les zones permissives et naturellement immunogenes 
de la proteine CS31A . 

A titre d'exemple, sont presents aux 
figures 41 a 45 les titres et activites 
seroneutralisantes des anticorps seriques produits chez 
les souris immunisees avec les bacteries et proteines 
recombinantes obtenues avec le plasmides pGCA102. Avec 
ce plasmide, les epitopes C et A du virus GET sont 
produits dans la zone permissive V3 ou a ete identifie - 
un epitope lineaire expose a la surface de la proteine 
CS31A sous forme native. 

La figure 41 represente les titres des 
anticorps produits par les souris immunisees avec la 
proteine . recombinante GCA102 sous forme native associee 
15 4 de I'fcydroxyde d'alumine, et r econn a i s sant 

respect i vement : 

- en (a) , la proteine CS31A, 

- en (b) , le virus GET, 

- en (c), le peptide A, 
20 - en (d) , le peptide C. 

Dans cette figure "m» est la moyenne des 
log2 de 1- inverse des dilutions d' anticorps donnant une 
DO > 0,3. 

La figure 42 represente les titres des 
25 anticorps anti-peptide C produits par des souris 

immunisees avec la proteine recombinante GCA102 sous, 
forme native et ensuite avec le virus GET. Dans cette 
figure le trait en pointille correspond aux souris 
temoins immunisees avec une proteine recombinante 
heterologue puis avec le virus GET au 14 6eme jour. 

La figure 43 represente les titres des 
anticorps produits par les souris immunisees avec la 
proteine recombinante GCA102 sous forme denaturee Cavec 
AIF) , et reconnaissant respect i vement : 
35 ~ en (a) , la proteine CS31A, ■ 
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- en (b) , ie virus GET, 

- en (c) , le peptide A, 

- en (d) , le peptide C. 

Dans cette figure "m" est la moyenne des 
log2 de 1' inverse des dilutions d'anticorps donnant une 
DO > 0,3. 

La figure 44 represente les titres des 
anticorps produits par les souris immunisees avec les 
bacteries produisant la proteine recombinante GCA102 
(avec AIF) , et reconnaissant respect ivement : * 

- en (a), la proteine CS31A, 

- en (b) , le virus GET, 

- en (c) , le peptide A, 

- en (d) , le peptide C. 

15 Dans cette figure "m" est la moyenne des 

log2 de 1' inverse des dilutions d'anticorps donnant une 
DO > 0,3. 

La figure 45 represente les titres des 
anticorps produits par les souris immunisees avec les 
bacteries produisant la proteine recombinante GCA102 (en 
solution saline), et reconnaissant respect ivement : 

- en (a) , la proteine CS31A, 

- en (b) , le virus GET, 

- en (c), le peptide A, 

- en (d), le peptide C. 

Dans cette figure "m" est la moyenne des 
log2 de 1- inverse des dilutions d'anticorps donnant une 
DO > 0,3. 

Les souris immunisees avec la proteine 
recombinante sous forme native associee a 1 ' hydroxyde 
d'alumine produisent des anticorps reconnai ssent les 
particules virales avec un titre eleve (figure 41. b) 
apres la premiere phase d ' hyper immunisat ion (J 45 ). Le 
deuxieme rappel £ J 3 5 produit une legere augmentation de 
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la reponse anti-CS31A mais est sans effet sur le titre 
anti-virus GET. 

Apres un repos d'une centaine de jours les 
titres diminuent d'une facon considerable (50 fois par 
. rapport a J45) . 

Apres inoculation avec le virus GET (souche 
Purdue) les titres anti-virus GET remontant tres 
rapidement (100 fois plus eleve apres 6 jours) , ce qui 
indique que la vaccination a induit un effet memoire. 
Des resultats simiiaires, bien que de moindre intensite, 
sont observes en mesurant les titres des anticorps 
reconnaissant les peptides A (figure 41. c) et C 
(figure 41. cl) . II s'agit bin la d'une reponse 
specif ique a l'encontre des sequences virales car le 
15 titre des anticorps anti-CS31A n'est pas modifie apres 

inoculation du virus. On peut noter en outre que les 
titres des anticorps diriges contre le peptide C sont 
toujours plus eleves que ceux des anticorps diriges 
contre le peptide A. 
20 L es resultats concernant les titres des 

anticorps diriges contre le peptide C sont preserves 
sous une forme differente dans la figure 42/ les titres 
des anticorps sont mesures dans cette figure par la 
moyenne des mesures de la DO a 405 nm au lieu d'une 
25 moyenne des log 2 de 1 ■ inverse de la dilution des serums 

donnant une DO > f dans les figures 41, 43, 44 et 45. 
Avec cette representation, les ecarts types sont moins 
eleves mais les evolutions des courbes sont similaires. 

Les resultats obtenus pour les souris 
30 immunisees avec la proteine recombinante GCA102 sous 

forme native sont sensiblement identiques a ceux 
observes chez les souris immunisees avec la proteine 
recombinante GCA102 sous forme denaturee (figure 43) . La 
principale difference est observee pour les titres des 
35 anticorps diriges contre le peptide A (figure 43. c) qui 
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sont nettement plus eleves avec la proline GCA102 sous 
forme denaturee. Une stimulation des cellules a memoire 
est tres nettement observee lors du rappel a Ji 50 avec 
la proteine recombinante denaturee, 

Des resultats comparables ont ete obtenus 
chez les souris immunisees avec les bacteries 
recombinantes associees (figure 44) ou non (figure 45) a 
de 1' adjuvant complet de Freund. Les titres sont 
cependant moins eleves que chez les souris immunisees 
avec les proteines purifiees. 

Des resultats concernant l'activite 
seroneutralisante des serums ont ete obtenus par des 
mesures dans les serums a J45 de 2 souris immunisees 
avec la proteine GCA102sous forme denaturee. Ces deux 
15 serums ont des titres anti-virus GET de 4000 et ils sont 

neutralisants au 1/150 pour 1 ■ un et au 1/500 pour 
l'autre vis a vis du virus GET. 



10 



20 



25 



HI - Conclusions. 



Les resultats rapportes ci-dessus demontrent 
que des sequences peptidiques virales introduites dans 
la region permissive et immunodominant e V3 de la 
proteine CS31A permettent d'induire une bonne reponse 
vaccinale anti-virus chez des animaux immunises avec des 
bacteries ou des proteines recombinantes. 

Un bon vaccin doit permettre une immunite de 
longue duree et une memoire immunologique assurant une 
reponse immunitaire rapide protegeant lors d'un contact 
30 ulterieur avec 1 • agent infectieux cible par la 

vaccination . 

Les resultats experimentaux obtenus sur la 
souris montre que la vaccination contre le virus GET, 
mesuree par les titres des anticorps diriges contre le 
35 virus entier ou les sequences peptidiques de la 
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glycoproteine S (epitopes A et C) , est caracterisee par 
une montee importante des anticorps au cours de la phase 
d'hyperimmunisation, puis une remontee tres importante 
lorsque les souris recoivent 100 jours plus tard un 
rappel par les proteines ou bacteries recombinantes ou 
le virus GET lui-meme. Cet effet memoire est 
caracteristique d ' une bonne vaccination. L'activite 
seroneutralisante mesuree sur quelques serums est aussi 
un resulat signif icatif . il convient egalement de noter 
que la plupart des souris non-consanguines OF1 repondent 
^ la vaccination? La sequence peptidique vaccinante ne 
semble done pas soumi.se * ia restriction du CMK . Enfin, 
si les titre des anticorps les plus Sieves sont obtenus 
en immunisant les souris avec les prolines 
recombinantes purifies, les reponses obtenues avec les 
bacteries recombinantes apparaissent egalement tres 
signif icat ives . 
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REVINDICATIONS 

1) Sous-unite de la capsule proteique CS31A 
dont la sequence en acides amines est modifiee par au 

5 moins un peptide heterologue. 

2) Sous-unite d 1 une capsule proteique CS31A 
selon la revendication 1, dont la sequence en acides 
amines comprend au moins une insertion d'un peptide 

10 heterologue et/ou au moins une substitution par un 

peptide heterologue. 

3) Sous-unite d'une capsule proteique CS31A 
selon I'une des revendication 1 et 2, caracterisee en ce 

15 que sa sequence en acides amines est modifiee au niveau 

d*au moins une des regions suivante : 

- region recouvrant le peptide signal et 
l'extremite N-terminale de la proteine mature delimitee 
par les acides amines situes dans la figure 9 aux 

20 position -13 et +8; 

- region delimitee par les acides amines 
situes dans la figure 9 aux positions 10 et 58; 

- region delimitee par les acides amines 
situes dans la figure 9 aux positions 123 et 164; 

25 - " region delimitee par les acides amines 

situes dans la figure 9 aux positions 183 et 257. 

4) Sous-unite d'une capsule proteique CS31A 
selon la revendication 3, caracterisee en ce que sa 
30 sequence en acides amines est modifiee entre les acides 

amines situes dans la figure 9 aux positions -1 et +1 . 



35 



5) Sous-unite d'une capsule proteique CS31A 
selon la revendication 3, caracterisee en que sa 
sequence en acides amines est modifiee au niveau de 1 ' un 
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au moins des epitopes delimites dans la figure 9 par les 
acides amines situes d'une part aux positions 10 et 19 
et d' autre part 3 8 et 58. 

5 6) Sous-unite d'une capsule proteique CS31A 

selon la revendicat ion 3, caracterisee en ce que sa 
sequence en acides amines est modifiee au niveau de 
1' epitope delimits dans la figure 9 par les acides 
amines situes aux positions 151 et 160. 

0 

7) Sous-unite d'une capsule proteique CS31A 
selon la revendicat ion 3, caracterisee en que sa 
sequence en acides amines est modifiee au niveau de l'un 
au moins des epitopes delimits dans la figure 9 par les 

5 acides amines situes aux positions 188 et 196, 211 et 

219, 223 et 231 et 235 et 246. 

8) Sous-unite d'une capsule proteique CS31A 
selon l'une des revendicat ions 1 a 7, caracterisee en ce 

3 que sa sequence en acides amines est modifiee par au 

moins un peptide heterologue provenant de bacteries, de 
parasites ou de virus. 

9) Sous-unite d'une capsule proteique CS31A 
> selon la revendication 8, caracterisee en ce que sa 

sequence en acides amines est modifiee par au moins un 
peptide heterologue choisi parmi : 1' epitope C ou 
l'epitope A du virus de la gastroenterite transmissible 
du pore, un epitope de la proteine VP 6 du rotavirus 
bovin, 1 'epitope C3 du virus polio, un epitope de la 
proteine VP1 du virus de la fievre afteuse. 

10) Procede d'obtention d'une sous-unite 
d'une capsule proteique CS31A dont la sequence en acides 
amines est modifiee par au moins un peptide heteroloaue 
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selon l'une des revendicat ions 1 a 9, caracteris^ en ce 
que l'on introduit dans le gene codant pour la sous- 
unite au moins un fragment d'ADN codant pour un peptide 
heterologue . 

5 

11) Procede selon la revendicat i on 10, 
caracterise en ce que le fragment d'ADN codant pour un 
peptide heterologue est introduit par clonage dans le 
gene codant pour la sous-unite apres mutagenese dirigee 

10 conduisant a la creation de sites de restriction, par 

clonage dans des sites de restriction introduits par 
mutagenese insert ionnelle au hasard, ou par insertion 
dirigee d'un epitope het6rologue enure le peptide signal 
et le peptide mature de la pre-proteine de la sous- 

15 unite. 

12) Procede selon l'une des revendications 
10 et 11, caracterise en ce que le fragment d 1 ADN codant 
pour un peptide heterologue est introduit au niveau du ' 

20 segment du gene codant pour l'une des regions suivantes 

de la sous-unite : 

- region recouvrant le peptide signal et 
l'extremite N-terminale de la proteine mature delimitee 
par les acides amines situes dans la figure 9 aux 

25 positions -13 et + 8; 

- region delimitee par les acides amines 
situes dans la figure 9 aux positions 10 et 58; 

- region delimitee par les acides amines 
situes dans la figure 9 aux positions 123 et 164; 

30 * region delimitee par les acides amines 

situ6s dans la figure 9 aux positions 183 et 257/ 

13) Procede selon la revendicat i on 12, 
caracterise en ce que le fragment d ' ADN codant pour un 
35 peptide heterologue est introduit au niveau du segment 
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du g£ne codant pour la region de la sous-unit^ delimitee 
dans la figure 9 par les acides amines situes aux 
positions -l et +1. 

14) Precede selon la revendication 12, 
caracterise en ce que le fragment d'ADN codant pour un 
peptide heterologue est introduit au niveau du segment 
du gene codant pour l'une des regions de la sous-unite 
delimiter dans la figure 9 par les acides amines situes 
aux positions 10 et 19 et 38 et 58. 

15) Precede selon la revendication 12, 
caracterise en ce que le fragment d ' ADN codant POUr un 
peptide heterologue est introduit au niveau du segment 
du gene codant pour la region de la- sous-unite delimitee 
dans la figure 9 par les acides amines situes aux 
positions 151 et 160. 



20 



25 246 



30 



16) Precede selon la revendication 12 
caracterise en ce que le fragment d ' ADN codant pour un 
peptide heterologue est introduit au niveau du segment 
du gene codant pour la region de la sous-unite delimitee 
dans la figure 5 par les acides amines situes aux 
positions 188 et 196, 211 et 219, 223 et 131 et 235 et 



17) Capsule proteique CS31A comportant ur _ 
sous-unite selon 1'une quelconque des revendications 1 a 



ne 



18) Xicro-organisme ayant une membrane 
externe portant des capsules proteiques CS31A selon la 
revendication 17. 
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19) Composition a activite immunogene 
comprenant en tant que principe act if au moins une sous- 
unite d'une capsule proteique selon l'une cies 
revendications 1 a 9, ou une capsule proteique selon la 

5 revendi cation 17, ou au moins un micro-organisme selon 

la revendication 18. 

20) Utilisation d'une composition immunogene 
selon la revendication 19 pour la preparation de 

0 vaccins. 

21) Utilisation d'une composition immunogene 
selon la revendication 20 pour la preparation de tests 
immunologiques . 
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Fig.9a 

ctcagtgccagacagcagggtgagatgtgg tqa 
taagcgtgccgaggcaaagaaacaggttgagttaa 
gaacgatgcaccggcagagctgaagtcccggtca 
gttaccgggaaatcttgcagatagcactgcaggtg 
gaagactgagaatttatctccgacaacagatgcaa 

PI (-35) 

tacatccctgactccggaatgggtcatattggtaa 

pi(-io) 

agggatttaccgtatttttaaaagggaataacgca 



aaactattctgaattaaacactgtgtttaattaaa 

4 -P2(-1Q) 

gcggctatttaaataagtccacaggggatagttttg 

_ I — * 

cggt a at t c c gga aa a a t a aggat t gccgatatcg 

k rbs 

atttattatttgtgaaatataaaggaatttatttt 

ATG_ AAA AAG ACT CTG ATT GCA CTG GCT 
MKKTLIA LA. 



GTG GCT GTT TCG GCA GTA TCA GGT GCG 
VAVSAVSGA 



GCG CAT GCG TGG ACC ACT GGT GAT TTT 

AHAWTTGDF 
FtUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Fig.9b 



AAT GGT TCA TTT GAT ATG AAT GGC ACA 
NGSFDMNGT 

-H 

ATT ACT GCT GAT GCG TAT AAA GAC AAA 
I T A D A Y K D K 



TGG GAA TGG ATG GTT GGG GGC GCT CTC 
WE WMVGGAL 

TCC TTC AAC AAC ACT ATC AAG GAA ATG 
S F N N T I K E M 

ACA GGT GAC AGT AAG CTG CTG ACC ATC 
TGDSK'LLTI 

ACT CAG TCT GAA CCA GCT CCT ATT CTT 
TQSE PAPIL 

TTA GGG CGC ACA AAA GAG GCG TTT GCA 
LGRT KEAFA 

GCA' TCG ATT" GTT' 'GGT' GTT GGT GCA ATT 
AS IVGVGAI 

CCT TTA ATT GCG TTC AGT GAT TAT GAA 
PLIAFSDYE 

GGG AAC GGA GTT GCC TTA CAG AGT TCT 
GNGVA.LQS S 

GGG GAT AAC GGT AAG GGG TTC TTT GAA 
G D N G K G F F E 
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Fig.9c 



TTG CCC ATG AAA GAT GAT AGT GGA AAT 64 6 

LPMKDDSGN 135 

AAT CTC GGT AGC GTA AAA GTT AAT GTT 664 
NLGSVKVNV144 

ACT TCT GCT GGC CTG TTT TCC TAT AGT 682 

TSAGLFSYS 153 

GAA ATA TCA ACA GGT TTA GTT GGT ATA 700 

E I S T G L V G I 162 

ACT TCT GTT GCC AGT GGC GAT AAT ACA 716 

TSVASGDNT 171 

AGT ATT TAT TAT GGT GGT CTG GTG TCG 736 

S IYYGGLVS 180 

CCA GCA ATT AGG GCG GGT AAA GAC GCA 754 
PAIRAGKDA189 

GCA TCA GCT GTG TCG AAA TTT GGC AAC 772 

A SAVSKFGN 198 

TAT AAT CAT ACA CAA TTG CTG GGC CAG 790 
YNHTQLLGQ 



CTT CAA GCA GTA AAC CCT AAC GCG GGC 
LQAVNPNAG 



207 

808 
216 



AAT AGA GGA CAA GTA AAT AAA AAT AGT 82 6 

NR.GQVNKNS 225 
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Fig.9d 
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ttggcttgacaatttgtcagcctgiagttaactga 970 
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Fig, 13 
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Fig . 14 
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Fig.l5A 
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Fig, lft (hs) 
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Fig. 19 
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